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Los glicoconjugados de la membrana plasmática axonal desempeñan funciones 
esenciales durante la regulación de los procesos de diferenciación,  organización y crecimiento, 
que conllevan a la maduración neuronal. Sin embargo, muchos de los mecanismos que subyacen 
a estas funciones son aún poco conocidos.  
 
Las galectinas son una familia de proteínas de unión a carbohidratos muy conservadas a 
lo largo de la evolución, y que participan en diversos procesos biológicos. Se caracterizan por su 
capacidad de unión a β-galactósidos a través de dominios de unión específicos denominados 
CRDs (Carbohydrate Recognition Domain). En el presente estudio, mostramos que la galectina-3 
(Gal-3) en su forma fosforilada (pGal-3) y adherida a la superficie de un sustrato de cultivo, o en 
forma de complejos solubles con heparán sulfato, promueve la ramificación axonal en neuronas 
hipocampales por remodelación local del citoesqueleto de actina subcortical. Para ello, la pGal-3 
extracelular interacciona con la molécula de adhesión NCAM-L1, induciendo su asociación a 
balsas lipídicas de membrana (rafts), lo que recluta las proteínas de acoplamiento 
membrana/actina ezrin-radixin-moesin (ERM), por unión al dominio intracelular de la L1. Así, 
presentamos un modelo que explica la regulación del proceso de ramificación neurítica por 
pGal-3 gracias a la activación local de la vía L1-ERM-actina en puntos concretos de la membrana. 
Además, proponemos que la fosforilación de esta galectina podría actuar como un interruptor 
molecular que regula la respuesta del axón a la Gal-3. 
 
Por otra parte, mostramos que la galectina-4 (Gal-4), típicamente asociada a epitelios 
gastrointestinales e implicada en el transporte polarizado de glicoproteínas apicales, se expresa 
también en neuronas hipocampales y corticales, distribuyéndose en segmentos discretos de la 
membrana axonal. Esta distribución está asociada con el crecimiento axonal y con la presencia 
funcional de L1 en la membrana de los axones. De hecho, tanto la disminución en la expresión 
de Gal-4, como la inhibición de la síntesis de sulfátidos por los que esta lectina presenta alta 
afinidad, retardan el crecimiento axonal, y evitan la localización en la membrana axonal de Gal-4 
y L1. Sin embargo, la inhibición de la maduración de los N-glicanos con terminaciones N-acetil-
lactosamina (LacNAc) de L1, por las que Gal-4 también presenta alta afinidad, sólo afecta a la 
distribución axonal de L1, y no a la de Gal-4, pero impide la interacción entre ambas moléculas. 
Según estos datos, la Gal-4 gracias a su carácter bifuncional (2 CRDs) se une a los sulfátidos de 




la L1 (y quizá de otras glicoproteínas), organizando así su transporte polarizado hacia posiciones 
concretas de la membrana axonal. Este mecanismo tiene como consecuencia la organización 




Palabras clave: Ramificación axonal, crecimiento axonal, polaridad neuronal, galectina, 
lectina, glicoproteína, sulfátido, neurona, L1, ezrin-radixin-moesin, actina, tubulina, membrana 
































1. El desarrollo neuronal. 
1.1 La polaridad neuronal. Modelo de las neuronas hipocampales in vitro. 
La polaridad celular se define por las diferencias morfológicas, estructurales y 
funcionales que dotan a la célula de distintos compartimentos espaciales capaces de llevar a 
cabo funciones independientes. La mayoría de las células eucarióticas están polarizadas en 
mayor o menor medida para controlar la señalización, los movimientos o la proliferación celular. 
Entre los tipos celulares altamente polarizados están las células epiteliales, que desarrollan una 
zona apical bien diferenciada de otra basal, o los leucocitos y fibroblastos, que presentan un 
borde anterior que marca el avance del movimiento (leading edge) y una zona posterior de 
sujeción al sustrato o apoyo (rear end).  
Pero sin duda, de entre todas las células, las neuronas son el paradigma de la polaridad y 
la especialización a nivel de membrana. En las neuronas, el alto grado de polarización produce la 
especificación local, en sitios eventualmente muy lejanos (como por ejemplo en las neuronas del 
tracto cortico-espinal), de propiedades de recepción y señalización, de organización de la 
membrana y el citoesqueleto, y en consecuencia, de las funciones fisiológicas de axones y 
dendritas (Horton & Ehlers 2003). La importancia de la polarización neuronal se refleja en su 
temprano establecimiento, ya que desde los primeros estadíos del desarrollo de la neurona, ésta 
selecciona a una sola de sus neuritas para crecer y desarrollarse como axón. La polaridad 
neuronal es por tanto, un requisito ineludible para la integración y el correcto funcionamiento 
del tejido nervioso. 
 
En el caso de las neuronas hipocampales de rata crecidas in vitro, como las utilizadas en 
el presente trabajo (ver apartado de materiales y métodos), el desarrollo y establecimiento de la 
polaridad es un proceso perfectamente conocido, estudiado y definido temporalmente (Dotti et 
al 1988, Calderon de Anda et al 2008, Leach et al 2011). Así, en el transcurso de una semana de 
cultivo, las neuronas hipocampales desarrollan un axón diferenciado y unas dendritas, que se 
distinguen por su morfología, su contenido proteico, su citoesqueleto y su función sináptica. Las 
dendritas se establecen como procesos más cortos, con función postsináptica, y expresan 
marcadores típicos como las proteínas asociadas a microtúbulos MAP2.  Los axones se 




función presináptica, y que expresan marcadores como la tubulina acetilada, que junto con la 
proteína asociada a tubulina Tau, dan estabilidad a los microtúbulos; en los axones también 
encontramos proteínas relacionadas con el transporte axonal como la proteína β-tubulina III (Tuj 
1), las proteínas del complejo SNARE o las GTPasas de la familia Rab (Mingorance-Le Meur & 
O'Connor 2009, Winckler & Yap 2011).  
Hasta llegar a su madurez, las neuronas hipocampales en cultivo pasan por 5 estadíos 
diferenciables morfológicamente (figura 1): 
 Estadío 1: Abarca las primeras 2-4 horas in vitro (hiv). La célula redondeada desarrolla una 
serie de lamelipodios ricos en filamentos de actina distribuidos por toda su periferia. En 
este periodo la célula puede migrar hasta que, una vez asentada, los lamelipodios 
comienzan a agruparse en determinados puntos de la superficie celular para convertirse 
en pequeñas protrusiones que dan lugar a las neuritas.  
 Estadío 2: Las 4-10 hiv siguientes, la célula se torna bipolar y comienza a desarrollar dos 
neuritas en polos opuestos. Estas formaciones comienzan a tener un citoesqueleto más 
rico en microtúbulos, con pequeñas protuberancias laterales ricas en filamentos de actina. 
Al final de la fase, aparecen otras neuritas (típicamente 4 o 5) y todas crecerán entre 10 y 
15 µm de forma simétrica. Aunque en este punto las neuritas son morfológicamente 
indistinguibles, una de las dos neuritas iniciales comienza a acumular mayor cantidad de 
material lipídico y proteínas (Calderon de Anda et al 2008). 
 Estadío 3: Alcanzadas las 48 hiv, la neurita que comenzó a recibir más material biológico, 
comienza a desarrollar un cono de crecimiento muy activo y a crecer a una velocidad 
entre 5 y 10 veces superior a la del resto de neuritas, que crecen lentamente en este 
período. La neurona, por tanto, adquiere polaridad visible. 
 Estadío 4: En torno a los 4 días in vitro (div), las dendritas comienzan también a elongarse 
a la vez que el axón sigue creciendo algo más lentamente. Es en este período cuando el 
axón empieza a desarrollar ramificaciones.  
 Estadío 5: A los 7 div la neurona termina su maduración con la ramificación de las 







Figura 1. Estadíos de desarrollo de neuronas hipocampales en cultivo. Se indica para cada 
estadío, el tiempo aproximado al cual se puede encontrar cada fase expresado en días in 
vitro (DIV), así como el motivo morfológico característico de cada uno.   
Figura adaptada de Barnes & Polleux (2009). 
 
1.2 Regulación de la formación del axón. 
A nivel intracelular, la maduración y el establecimiento de la polaridad de la neurona se 
da por una serie de cambios moleculares que incluyen alteraciones en el citoesqueleto. Así, en 
los estadíos tempranos, el citoesqueleto de actina predominante en las neuronas,  permite 
cambios rápidos y una elevada motilidad. Una vez que las neuronas han madurado, desarrollan 
un citoesqueleto más estable rico en tubulina pero conservando zonas con una mayor cantidad 
de actina filamentosa, como el cono de crecimiento o las pequeñas espículas que rodean el axón 
y que permiten a la célula explorar el entorno y realizar cambios en su trayectoria (Gilbert 2005, 
Barnes & Polleux 2009). Este tipo de cambios suceden a lo largo de toda la vida de la neurona, ya 
que cada estímulo que recibe así como la respuesta que elabora para el mismo, promueven 
nuevas modificaciones en su estructura o en su interacción con el entorno, que se traducen en 
nuevos cambios a nivel de actina y/o tubulina (Schubert & Dotti 2007), así como un transporte 
molecular activo a lo largo del axón (Barnes & Polleux 2009, Song et al 2009)  
Estos cambios están regulados por la interacción y la actividad de varios tipos de 
moléculas distribuidas asimétricamente en la neurona. Así por ejemplo, la fosfatidil-inositol-3-
quinasa (PI3K) o las Ras y Rho GTPasas, marcan el inicio del crecimiento del axón a partir de una 
neurita en concreto (Barnes & Polleux 2009). También serán importantes la Ankirina-G y las 
proteínas de adhesión tipo CAM (N-CAM), que delimitan el segmento inicial del axón desde el 




Schwann y por tanto la futura formación de los nódulos de Ranvier, o los terminales pre y 
postsinápticos (Dzhashiashvili et al 2007).  
 
1.3 La ramificación neurítica. 
Como ya se ha mencionado, la formación de la compleja red neuronal y su correcto 
funcionamiento, requiere que las neuronas conecten entre ellas y con otras células por 
diferentes puntos. Para lograrlo, la neurona genera un gran número de ramificaciones gracias a 
las que multiplica las posibilidades de conexión con sus múltiples dianas. 
El proceso de formación de una nueva ramificación (dendrítica o axonal) depende 
directamente de sutiles cambios en la membrana y de la reorganización del citoesqueleto en el 
punto donde aparece la nueva rama. Estos cambios implican la fragmentación de los 
microtúbulos, y la acumulación local de filamentos de actina. El aumento en la concentración de 
estos microfilamentos, inducen la aparición en la zona de pequeñas protrusiones, filopodios y 
lamelipodios, que maduran y se desarrollan para dar lugar a una nueva rama. Más tarde, estas 
nuevas ramas se consolidan al polimerizarse nuevos microtúbulos (Mingorance-Le Meur & 
O'Connor 2009). 
La regulación de todo este proceso depende de moléculas que estimulan la formación de 
nuevas ramas como la enzima proteína-quinasa A (PKA) o el factor de crecimiento BDNF, así 
como de otras proteínas que consolidan las conexiones establecidas por la neurona, como 
Calpaína (Mingorance-Le Meur & O'Connor 2009). La acumulación local de la proteína de 
adhesión L1 y su maquinaria de señalización, y del complejo multiprotéico ERM, son 









2. Las moléculas de adhesión celular (CAMs) durante el desarrollo de las 
neuronas. 
Las moléculas de adhesión celular o CAMs (cell adhesion molecules), son proteínas con 
diversos papeles a lo largo de la vida celular. Median el establecimiento de uniones reversibles o 
irreversibles entre una célula y otra, o con el medio que la rodea. Las CAM forman parte de un 
amplio y complejo conjunto de proteínas cuyas funciones van más allá del simple 
reconocimiento y la adherencia de la célula. Son importantes en el correcto desarrollo de 
múltiples procesos biológicos como el desarrollo y el mantenimiento celular, la migración, la 
formación de tejidos, o asegurando la correcta funcionalidad de las células (como es el caso de 
procesos inflamatorios e inmunológicos), etc. Es por esto que su desregulación puede suponer 
serios problemas para la homeostasis celular, o incluso dar lugar a cuadros patológicos. En este 
sentido, las desregulaciones de las CAMs han sido asociadas a situaciones fisiopatológicas como 
la metástasis de las células cancerosas y algunas neoplasias, la pérdida de adhesión de 
eosinófilos en la mucosa bronquial que interviene en el asma y en inflamaciones pulmonares 
agudas, con enfermedades reumatológicas como la artritis o la esclerosis sistémica progresiva, 
así como con patologías relacionadas con alteraciones en la coagulación como el lupus 
eritematoso sistémico (Long & Lemmon 2000). 
Las CAMs son proteínas transmembrana de un solo paso, que dejan su extremo C-
terminal en el lado citoplasmático, y su extremo N-terminal en el lado extracelular. A partir de 
esta estructura básica, cada familia de CAMs presenta ligeras diferencias que les confieren una 
funcionalidad concreta y distinta a las demás. Todas pueden formar homo o heterodímeros, o 
pueden unirse más de dos unidades para formar polímeros u oligómeros, pudiendo ser 
homofílicas o heterofílicas en función de si se unen a ellas mismas o a otras CAMs diferentes. 
También se diferencian como homotípicas o heterotípicas, según se unan a receptores ubicados 
en el mismo tipo de célula en que se encuentran o células diferentes. 
La clasificación más extendida para las CAMs se basa en su dependencia de iones Ca2+ 
(Hynes 1999), (figura 2): 








 Independientes de Ca2+: 
Proteoglicanos. 
Familia de las inmunoglobulinas. 
 
 
Figura 2. Representación esquemática de los principales tipos de moléculas de adhesión 
celular. La figura muestra la estructura típica de cada tipo de CAM. Las cadherinas 
presentan un extremo         N-terminal compuesto por 5 o 6 dominios con capacidad para 
unir Ca
2+
. Las selectinas presentan en su extremo N-terminal un dominio de tipo lectina (de 
unión a carbohidratos), unido a un dominio de tipo EGF y a una serie de dominios similares a 
las proteínas reguladoras del complemento.  Las integrinas se componen de una subunidad 





. Las inmunoglobulinas se dividen en un dominio de tipo inmunoglobulina (IgG) 
compuesto por subunidades antiparalelas unidas por puentes disulfuro, seguido de un 
dominio compuesto por una cadena de subunidades de tipo fibronectina tipo III (FN). Los 
proteoglicanos presentan una estructura compleja compuesta por una o varias cadenas 
laterales de glicosaminoglicanos unidas a un péptido central. 
 
2.1 Cadherinas. 
Son proteínas monoméricas y transmembranales, de entre 700 y 750 aminoácidos (aa). 
La parte extracelular se compone de un conjunto de 5 o 6 dominios similares a las 




acción de enzimas de degradación, a la vez que favorece la formación de homodímeros 
funcionales.  
Están presentes en todas las células, aunque existen subclases exclusivas de ciertos tipos 
celulares. Aunque se conocen varios tipos de cadherinas, las más conocidas y estudiadas son: 
Cadherina E: Expresada principalmente en células epiteliales. 
Cadherina N: Presente en células nerviosas. Muy expresada en el cerebro, aunque 
también está presentes en el músculo cardíaco y en la retina.  
Cadherina P: Presente en la placenta y en epidermis. 
Las cadherinas desempeñan papeles mediadores de la adhesión celular y el 
mantenimiento de la integridad de los tejidos, y son especialmente importantes durante el 
período embrionario regulando la segregación de las diferentes poblaciones celulares en los 




Estructuralmente las selectinas se caracterizan por la presencia en la región extracelular 
de un dominio con capacidad de unión a carbohidrato similar a los de las lectinas (de ahí su 
nombre). En esta región se encuentran además un dominio denominado EGF-like debido a su 
similitud con el factor de crecimiento epidérmico EGF, y varias estructuras similares a las 
proteínas reguladoras del complemento. Por este motivo, también se las conoce como LEC-
CAMs (Lectin-EGF-Complement CAMs). 
Según la célula en la que se encuentren, se diferencian entre: 
Selectina L: Presente en leucocitos.  
Selectina P: Presente en plaquetas y células endoteliales. 
Selectina E: Presente en células endoteliales. 
Las selectinas son glicoproteínas de membrana que intervienen en fenómenos 
transitorios de adhesión intercelular dependientes de Ca2+, a través de la interacción con los 
carbohidratos. Estas interacciones transitorias son especialmente importantes en el torrente 




interacción entre los leucocitos y las células del endotelio vascular, necesarios para la 




Las integrinas son heterodímeros compuestos por dos subunidades de glicoproteínas 
transmembranales, α y β, asociadas de forma no covalente. Los extremos N-terminales de estas 
subunidades, presentan dominios de unión a Ca2+ o Mg2+, según la  integrina de que se trate 
(Hynes 2002). Presentan una capacidad de unión de baja afinidad, por lo que sus interacciones 
se caracterizan por tener un carácter reversible.  
Existen 8 tipos diferentes de subunidades β y 18 de subunidades α, cuyas combinaciones 
dan lugar a 24 tipos de integrinas diferentes. Se clasifican en base al tipo de subunidad β que 
presenten. Entre las más importantes y conocidas cabe destacar (Luo et al 2007, Lau et al 2009): 
Integrinas β1: Presentes en casi todos los tipos de células, forma dímeros con al 
menos doce subunidades α diferentes. También conocidas como integrinas VLA 
(very late activation antigens), reaccionan a señales como proteínas G, quinasas 
o factores de crecimiento, las cuales activan diversas cascadas de señalización 
celular. Por este motivo, estas integrinas son importantes en procesos de 
crecimiento, maduración, migración, proliferación, apoptosis etc. 
Integrinas β2: También conocidas como Leu-CAM o CD11/CD18. Forman dímeros 
con al menos 4 subunidades α distintas. Son expresadas exclusivamente en los 
leucocitos, en los cuales median la migración, la interacción con sus dianas, y por 
tanto, regulan la respuesta inmunológica.  
Integrinas β3: O citoadhesinas, forma dímeros con 2 tipos de subunidad α. Se 
encuentran en varios tipos celulares, expresándose más profusamente en las 
plaquetas. Son importantes por su capacidad de unión al fibrinógeno, al factor 
de von Willebrand y a fibronectina. Esto facilita la unión de las plaquetas a las 
paredes de los vasos sanguíneos y, mediante la interacción con el fibrinógeno, la 




Una particularidad de las integrinas es que pueden compartir el mismo ligando, como es 
el caso del colágeno, la fibronectina y la laminina. También tienen una importante capacidad de 
unión a actina por medio de la subunidad β (siendo la integrina α6 β1 una excepción, ya que se 
encuentra en los hemidesmosomas y se une a los filamentos intermedios). Median por tanto 
uniones entre la matriz extracelular (MEC) y el citoesqueleto de la célula en la que se 
encuentran, regulando la forma, la orientación o el movimiento de la célula, al tiempo que 
transmiten señales de activación metabólica (Luo et al 2007). Aunque menos frecuente, también 
pueden intervenir en procesos de reconocimiento célula-célula (Bendas & Borsig 2012). 
 
2.4 Proteoglicanos. 
Son glicoproteínas que forman parte de la matriz extracelular de colágeno, lugar en el 
que desempeñan sus principales funciones (ver epígrafe 4.3 sobre la MEC), aunque 
ocasionalmente pueden expresarse en la superficie de la célula permitiendo que actúen como 
CAMs (Wade et al 2013).  
Se caracterizan por presentar una o más cadenas laterales de glicosaminoglicanos 
(unidades repetidas de disacáridos con grupos carboxilo y sulfatos; GAGs) unidas 
covalentemente a un péptido central, mediante los cuales interactúa con las proteínas de la 
matriz extracelular, pudiendo servir también como puntos de reconocimiento de diversos 
factores de crecimiento (Couchman & Pataki 2012). 
 
2.5 Familia de las inmunoglobulinas. 
Dentro de esta amplia familia se encuentran la mayoría de proteínas de adhesión celular 
independientes de Ca2+. Se caracterizan por compartir una región de entre 60 y 100 aa 
repartidos entre dos dominios, uno dispuesto como subunidades antiparalelas unidas por 
puentes disulfuro que van a formar un dominio de tipo inmunoglobulina (dominio IgG), y otro 
compuesto de una serie de subunidades de tipo fibronectina tipo III (dominio FN). Todos los 
miembros de esta familia presentan al menos un dominio de estas características, encontrando 
miembros monoméricos, diméricos o heterodiméricos. Pueden presentar uniones homofílicas o 




incluso ser secretadas al medio extracelular perdiendo su naturaleza de receptores de superficie 
(Wai Wong et al 2012). 
Entre los integrantes de esta familia encontramos (van Buul et al 2007): 
Inmunoglobulinas o anticuerpos. 
Receptores de células T (TCR). 
Receptores de reconocimiento de linfocitos T del tipo CD-1, CD-3, etc. 
Complejo mayor de histocompatibilidad HLA. 
N-CAMs neuronales. 
PE-CAMs plaquetarias y endoteliales. 
Receptor del factor activador de plaquetas (PDGE). 
I-CAMs de reconocimiento intercelular y unión heterofílica a integrinas. 
V-CAMs de reconocimiento de células vasculares. 
Como se aprecia en la lista anterior, su distribución tisular es generalizada y están 
involucradas en procesos fundamentales de reconocimiento celular y uniones antígeno-
anticuerpo. Son muy importantes en procesos biológicos tan relevantes como las reacciones 
inmunológicas, morfogénesis, desarrollo neural, crecimiento y diferenciación celular, o 
regulación de los procesos de inflamación. 
 
Dentro de la familia de las inmunoglobulinas, las más importantes en el sistema nervioso 
son las N-CAM (neural cell adhesión molecules), expresadas abundantemente en neuronas 
(Buttner et al 2003). Existen hasta veinte formas distintas de N-CAM, todas ellas con cinco 
dominios extracelulares homólogos a los de las IgG, y con capacidad para generar uniones de 
tipo homofílico. Son proteínas con una demostrada importancia en las uniones interneuronales y 
en procesos de interacción glía neurona (Dolapchieva et al 2002), que también se utilizan como 
marcadores tumorales (Jensen & Berthold 2007). 
Este tipo de moléculas de adhesión se suele co-expresar con otras proteínas de tipo 
CAM, en especial con las cadherinas. La capacidad de unión de su extremo N-terminal a otras 
moléculas, está regulada por la presencia y cantidad de ácido siálico, que modula la unión de la 




Dentro de la subfamilia de proteínas de adhesión del tipo inmunoglobulinas, y por la 
importancia que tiene en este trabajo, debemos destacar la proteína NCAM-L1. Es una CAM 
ampliamente expresada, también conocida como CAM-L1 o CD171 (clúster de diferenciación 
171). Al igual que el resto de glicoproteínas de esta familia, presenta una estructura monomérica 
y transmembrana de aproximadamente 220 KDa de peso molecular. Se compone de una serie 
repetitiva de cinco subdominios de tipo inmunoglobulina, junto con otros seis subdominios 
repetidos de tipo fibronectina, ambos unidos a un dominio transmembrana y un extremo 
citoplasmático altamente conservado (Jensen & Berthold 2007), (figura 3).  
L1 es fundamental en el desarrollo del sistema nervioso, e imprescindible para la 
formación del tracto corticoespinal. Una vez la neurona se ha polarizado, L1 presenta una 
distribución típicamente axonal, aunque se desconoce el mecanismo exacto que determina esta 
localización. Está implicada en la diferenciación celular, el crecimiento neurítico, la ramificación, 
la guía y la migración del axón, la mielinización y la plasticidad sináptica mediante la activación 
de diversas cascadas enzimáticas (Itoh et al 2004, Cheng et al 2005, Itoh et al 2005). De hecho, 
algunas mutaciones en el gen que codifica para NCAM-L1, dan lugar a graves alteraciones 
neurológicas que conllevan retraso mental. Estas alteraciones  incluyen síndromes como el 
MASA (Mental Retardation, Aphasia, Shuffling gait, Adducted thumbs), el SP-1 (complicated 
Spastic Paraplegia type 1) y la ACC (Agenesis of Curpus Callosum). Todas estas alteraciones 
causadas por modificaciones en la expresión de L1 se han agrupado en el denominado síndrome 
de CRASH, acrónimo elaborado con la sintomatología característica de todas ellas (Corpus 
callosum agenesis, Retardation, Adducted thumbs, Shuffling gait and Hydrocephalus), (Fransen 
et al 1997).  
También ha sido estudiada la implicación de L1 en procesos de dolor neuropático, una 
alteración sensorial típica que acompaña a la regeneración neuronal tras el daño medular. El 
dolor neuropático incluye hiperalgesia (respuesta exagerada ante estímulos dolorosos) y/o 
alodinia (respuesta dolorosa ante estímulos inocuos). Una disminución en la expresión de L1 irá 
acompañada de un aumento en el grado de ramificación de las fibras corticoespinales rostrales 
con respecto a una médula no lesionada, promoviendo la aparición del dolor neuropático, a la 
par que dificulta la ramificación de las fibras sensoriales disminuyendo la respuesta sensorial. 
Además, puesto que L1 también contribuye al correcto desarrollo y maduración neuronal, 
niveles bajos de esta proteína se traducen en alteraciones en la plasticidad que dificultan la 





La actividad de L1 se basa en su capacidad para formar heterodímeros con otras 
proteínas u homodímeros consigo misma por medio de interacciones con sus dominios FN 
(Hoschouer et al 2009). Para formar estos dímeros, es necesaria la unión de una proteína 
activadora a la primera subunidad del dominio IgG, como el Neurocan o la Neuropilina (en el 
caso más común), componentes de la MEC, u otras proteínas de adhesión celular como las 
integrinas β1, las cadherinas u otros miembros de la familia de las inmunoglobulinas (Itoh et al 
2005, Hortsch et al 2009). L1 posee además una secuencia peptídica específica para la unión de 
proteínas por el lado citoplasmático, la secuencia RSLE (Arg-Ser-Leu-Glu). Esta secuencia es 
imprescindible para el reclutamiento de L1 en la membrana de los axones en neuronas de los 
ganglios dorsales (neuronas DRG), y también para el reciclaje de L1 a nivel del cono de 
crecimiento (Cheng et al 2005).  
La secuencia RSLE está situada junto a una tirosina sensible a la fosforilación por la 
enzima quinasa-Src, hecho que da como resultado una secuencia YRSL. Esta última actúa como 
señal para la unión de otras proteínas, como la proteína adaptadora de clatrina-2 (AP-2), 
necesaria para la endocitosis de L1. Dicha secuencia fosforilada es también importante para 
regular el anclaje entre L1 de la membrana plasmática con el citoesqueleto de actina, ya que 
sirve como punto de unión a otras proteínas adaptadoras como la ankirina, o el conjunto de 
proteínas Ezrin, Radixin y Moesin  (ERMs) que se unen a los filamentos de actina por medio de 
la ezrin. La anquirina, cuya interacción está impedida por su fosforilación en el sitio de unión, 
restringe el movimiento lateral de la L1 en la membrana celular y regula el crecimiento neurítico 
(Cheng et al 2005), la sinaptogénesis, y el mantenimiento del segmento inicial del axón (Dickson 
et al 2002, Hortsch et al 2009). Por otro lado, ERM, que comparte sitio de unión con la proteína 
AP-2, requiere para su activación de la fosforilación de una treonina en el extremo C-terminal de 
ezrin. Este conjunto de proteínas aumentan su expresión en neuronas hipocampales durante los 
primeros estadíos de su desarrollo, e intervienen durante la polarización, el crecimiento y la 
diferenciación de estas células (Dickson et al 2002); ERM también se sobre-expresa 
puntualmente en estructuras dinámicas, como conos de crecimiento o en zonas de  ramificación 
axonal (Scherer et al 2001, Dickson et al 2002, Cheng et al 2005), o tras lesiones neuronales para 
promover la regeneración (Haas et al 2004); además, colabora activamente en la mielinización 








Figura 3. Representación esquemática de la 
estructura dimérica de NCAM-L1. La 
formación de este homodímero, está 
favorecida por la unión al dominio IgG de 
una proteína activadora del tipo de la 
Neurocan o la Neuropilina entre otras. Esta 
estructura favorece la interacción por el 
lado citoplasmático de proteínas de anclaje 
como la Anquirina o la ERM, las cuales a su 
vez se unen a los filamentos de actina, 
haciendo de puente entre la membrana y el 




3. La membrana neuronal: balsas lipídicas o rafts de membrana. 
La estructura básica de las membranas biológicas consiste en una bicapa de lípidos 
anfipáticos, heterogénea y fluida. Su funcionalidad depende de la disposición de sus 
componentes (fundamentalmente colesterol, proteínas, esfingomielina y lípidos de tipo 
glicerofosfolípido, esteroles y esfingolípidos; Sonnino & Prinetti 2013), que interaccionan entre 
ellos para dar lugar a los múltiples niveles de organización que caracterizan diferentes regiones 
de la membrana con funciones locales específicas. 
En el año 1988, Kai Simons y Gerrit van Meer determinaron la existencia de los raft de 
membrana. Estos raft, también conocidos como balsas lipídicas o balsas de membrana, fueron 
definidos entonces como dominios de membrana estabilizados por su alto contenido en 
colesterol, que difieren de su entorno en su composición molecular y en sus propiedades. 
Durante las últimas dos décadas,  las balsas de membrana han aumentado su popularidad 
debido a que numerosos estudios las implican en un amplio abanico de funciones biológicas 
(Sonnino & Prinetti 2013). Durante este mismo período, la existencia de estas balsas lipídicas ha 
sido ampliamente debatida. Muchos investigadores, debido a la difícil visualización de las balsas 




difracción de un microscopio convencional), y debido también a la falta de consenso en cuanto a 
su descripción y catalogación, han considerado que el papel biológico de las balsas aún sea 
controvertido.  
Sin embargo, actualmente disponemos de varios métodos para la visualización y el 
estudio de las balsas lipídicas (Munro 2003, Sonnino & Prinetti 2013), como por ejemplo la 
toxina colérica (que se une al gangliósido de membrana GM1, ampliamente distribuido en dichas 
regiones), colorantes lipófilos como el Laurdan, o técnicas más actuales que además permiten 
realizar estudios dinámicos como el FRET (fluorescence resonance energy transfer), el FRAP 
(fluorescence recovery after photobleaching), el SFTM (single fluorophore tracking microscopy) y 
el SPFT (single particle fluorescence tracking). Aunque estas técnicas permiten un estudio 
indirecto de las balsas lipídicas (ya que tienen una resolución limitada), recientemente, gracias a 
la microscopía de alta resolución combinada con técnicas de marcaje mínimamente invasivas en 
células vivas, se ha conseguido la visualización directa de las balsas (Sonnino & Prinetti 2013), 
dando pie incluso a la elaboración de simuladores virtuales que interpretan la formación y el 
funcionamiento de las balsas como herramientas biológicas (Bennett & Tieleman 2013).  
Pero sin duda, hoy día los métodos más extendidos para el estudio de las balsas lipídicas 
son las técnicas bioquímicas que, aunque indirectas, son muy útiles.  Estas técnicas se basan en 
la extracción de las balsas en presencia de detergentes no iónicos (como el Triton X-100) en frío 
(a 4°C), seguida del fraccionamiento de la muestra en un gradiente de densidad. Las muestras 
obtenidas han sido denominadas DRMs (detergent-resistant membrane fractions; Martín-
Belmonte & Millan 2001, Lingwood & Simons 2010). A partir de estos DRMs, se pueden obtener 
determinadas proteínas asociadas a las balsas lipídicas, y de esta manera, es posible determinar 
la sensibilidad de las balsas a variaciones en la composición de la membrana (como la extracción 
de colesterol mediante el uso de ciclodextrinas, como la metyl-β-ciclodextrina; Pucadyil & 
Chattopadhyay 2006, Hebbar et al 2008), o la formación de agregados de proteínas de las balsas 
de membrana inducida por anticuerpos (Lingwood & Simons 2010).  
Actualmente, las balsas lipídicas se clasifican como microdominios de membrana 
especializados tanto en su composición como en su funcionalidad. Esta definición está basada en 
el concepto establecido en el año 2006 durante el Keystone Symposium of Lipid Rafts and Cell 
Function: “las balsas lipídicas de membrana son pequeños dominios (de entre 10 y 200 nm), 
heterogéneos y muy dinámicos, enriquecidos en esfingolípidos y esteroles, que 
compartimentalizan los procesos celulares. A veces, estas pequeñas balsas se estabilizan y 




Estructuralmente, gracias al alto contenido en ácidos grasos saturados de las balsas 
lipídicas, éstas se diferencian como una zona más ordenada y menos fluida, con una 
temperatura de fusión más alta que otras zonas de la membrana en las que haya más 
glicerofosfolípidos no saturados (Harder et al 1998); ese alto grado de empaquetamiento de las 
cadenas aciladas es esencial para la organización de la balsa lipídica pues hace que estas 
regiones ricas en esfingolípidos formen una fase "líquida ordenada" (LO) rodeada por dominios 
ricos en glicerofosfolípidos que constituyen una estructura "líquida desordenada" (Ld), (Munro 
2003, Lucero & Robbins 2004), (figura 4). 
 
Figura 4. Esquema de una balsa lipídica o raft de membrana. En la figura se muestran 
algunos de los principales componentes de la membrana plasmática, y cómo éstos se 
organizan, interaccionan entre ellos y forman las balsas lipídicas. 
 
 
Las balsas de membrana están implicadas en muchos procesos celulares, 
fundamentalmente en la dinámica (y por tanto en el tráfico) de membranas y sus componentes, 
en la señalización celular, en procesos de adhesión celular y migración, en transmisión sináptica 
y en organización del citoesqueleto (Sonnino & Prinetti 2013). También presentan otras 
funciones como la formación de puntos de unión para la entrada y salida de bacterias y toxinas, 
para la adhesión vírica, el mantenimiento de la homeostasis del colesterol, la angiogénesis, el 
reconocimiento de receptores de células T, de células B, de factores neurotróficos, factores de 





Al ser zonas de la membrana muy diversas y dinámicas en cuanto a su tamaño y 
composición, pueden concentrar localmente proteínas citoplásmicas miristoiladas o 
palmitoiladas, o proteínas de la superficie celular con anclajes GPI (glicofosfatidil-inositol), que 
en muchos casos están implicadas en la transducción de señales (como proteínas G, receptores 
de factores de crecimiento, distintas quinasas como Src, TK, PKC, MAPK, etc.), que en las balsas 
co-localizan e interaccionan con otros componentes de los sistemas de señalización celular, 
confiriendo a la balsa unas propiedades y funciones particulares (Gomez-Mouton et al 2004).  
La variedad de componentes que puede formar una balsa lipídica, sumada al dinamismo 
de estas zonas, permite que se formen interacciones entre diferentes componentes de balsas 
próximas entre sí, permitiendo así fusionarse entre ellas y crear plataformas de mayor tamaño 
que se consideran importantes puntos de generación de señales intracelulares (Harder et al 
1998, Munro 2003). Esta capacidad de interacción entre rafts, pude dar lugar a balsas de unas 
características determinadas que algunos autores han denominado super-rafts (Braccia et al 
2003).  Los super-rafts se caracterizan por presentar un mayor grado de organización que las 
balsas de membrana, y además, una mayor resistencia a su extracción mediante detergentes no 
iónicos a temperatura fisiológica (y no a baja temperatura como ocurría con las anteriores). Son 
estructuras particularmente abundantes en la membrana plasmática de las células enterocíticas 
del intestino delgado (Danielsen & Hansen 2006), donde además, entre su composición cuentan 
con proteínas que favorecen su formación y les proporcionan mayor estabilidad, como por 
ejemplo enzimas digestivas como la aminopeptidasa-N o la sacarosa-isomaltasa, o lectinas como 
la galectina-4 (información ampliada en el apartado 5.5.B sobre esta proteína), (Braccia et al 
2003, Lucero & Robbins 2004). Pero también podemos encontrar este tipo de super-rafts en 
otras estructuras de una forma menos explícita, como en células del sistema nervioso central, 
donde otro tipo de moléculas como la proteína de unión a colesterol NAP-22 hacen la función de 









4. Los carbohidratos y su papel durante el desarrollo neuronal. 
4.1 Estructura y función de los carbohidratos. 
Los carbohidratos son, en su forma más simplificada, unidades de azúcares o glúcidos 
llamados monómeros. Estos carbohidratos simples pueden unir otra o más unidades de azúcar 
de forma covalente para formar otros carbohidratos mayores como oligosacáridos (entre 2 y 9 
monómeros) o polisacáridos (a partir de 9 monómeros). En sistemas biológicos, los 
carbohidratos pueden aparecer aislados o unidos a otras biomoléculas para formar 
glicoconjugados como las glicoproteínas o los glicolípidos. Los procesos de glicosilación y 
deglicosilación que dan lugar a unas u otras moléculas, están regulados por enzimas 
glicosiltransferasas y glicosidasas respectivamente (Gabius et al 2002).  
 
Los polisacáridos son los polímeros naturales con mayor capacidad para almacenar 
información biológica. Esto se puede ilustrar comparando la cantidad de variaciones posibles, 
por ejemplo, de distintas estructuras triméricas. Así, en el caso del código genético, únicamente 
serían posibles 64 permutaciones de trinucleótidos con los 4 ácidos nucleicos que forman el ADN 
(43); en las proteínas, son posibles 8000 combinaciones diferentes de los 20 aminoácidos que se 
encuentran en la naturaleza, para formar un tripéptido (203) (Rüdiger & Gabius 2009). Sin 
embargo, tendríamos un total de 38.016 posibles combinaciones para un trisacárido, según se 
calculó en Laine 1997 (figura 5). Esta versatilidad que caracteriza a los carbohidratos, es el 
resultado de la suma de las diferentes variables estructurales que pueden intervenir durante la 
formación de los isómeros (Laine 1997, Rüdiger & Gabius 2009): 
 Tamaño del anillo: dependiendo de si el anillo está formado por cinco o seis átomos de 
carbono (formas furanosa y piranosa respectivamente). 
 Estado anomérico: El carbono anomérico (el que contiene el oxígeno carbonilo dentro del 
anillo), puede situarse a un lado o a otro dentro del anillo, dando lugar al anómero-α o al β. 
 Posición de sus enlaces glicosídicos: pueden ser del tipo α (1→2), α (1→4), α (1→6), β (1→4) 
o β (1→6), dependiendo de los carbonos cuyos grupos hidroxilo (-OH) intervengan en la 
formación del enlace. 





Figura 5. Isoformas posibles de trímeros en diferentes sistemas biológicos. En el esquema 
se proponen 3 ejemplos de trímeros en diferentes sistemas. El trinucleótido (en el ejemplo 
de adenina, uracilo y citosina), se genera combinando las 4 bases que constituyen el ADN de 
hasta 64 formas diferentes. Un tripéptido (en el ejemplo se representa la estructura del 
glutatión, compuesto por L-cisteína, ácido L-glutámico y glicina) surge de la combinación de 
3 de los 20 aa que existen, la cual se puede presentar de 8000 formas distintas. Por último, 
un trisacárido (en el ejemplo la rafinosa, un oligosacárido característico de plantas), 
mediante la combinación de monómeros de azúcar y teniendo en cuenta las distintas 
variables como el tipo de anillo, anómero, posibles enlaces y posibles ramificaciones, 
podemos encontrarlo como un total de 38.016 isómeros diferentes. 
 
Si a todo lo anterior le sumamos las sustituciones específicas que pueden darse en cada 
molécula (fosforilación, acilación, sulfatación, reducción, oxidación, etc.), encontramos que a la 
funcionalidad se le suma una gran especificidad. Disponemos de varios ejemplos de moléculas 
que dependen de la especificidad de, por ejemplo, grupos sulfato o fosfato situados 
estratégicamente en su estructura para llevar a cabo su función biológica, como es el caso de la 
manosa, cuya fosforilación en el C6 (carbono 6) determina que actúe como activador de 
cascadas enzimáticas; también tenemos la sulfatación del C3 del epítopo GlcAβ1-3Galβ1-
4GlcNAc de las células HNK (human natural killer), el cual está involucrado en el proceso de 
adhesión y migración de estas células en el sistema nervioso; o en el caso de la heparina, un 
gurpo O-sulfato en el C5 del monómero central es esencial para su actividad anticoagulante 




Esta compleja red de azúcares conocida como “glicoma”, es característica de cada tipo 
de célula y se puede considerar como una firma de glicosilación celular (glycosilation signature), 
(Laderach et al 2010). Por todo esto, en los últimos tiempos ha habido un continuo crecimiento 
en el interés por la glicobiología, en concreto por el estudio de su papel como un gran almacén 
de información biológica substanciada en el nuevo concepto del código de azúcares (sugar-code; 
Gabius et al 2002). Este campo ha dado pie a la elaboración de nuevas aproximaciones a los 
mecanismos de reconocimiento inter-celular, o la unión de ligandos a receptores a nivel intra o 
extracelular (Gabius et al 2002). También se ha demostrado la importancia de los sacáridos a 
nivel tisular, donde el cambio o la pérdida de carbohidratos puede afectar a sus propiedades 
celulares, e influir en el correcto funcionamiento del sistema inmune, la capacidad operativa de 
varios agentes infecciosos, o incluso la progresión de un cáncer (Gabius 1997, Ramstrom et al 
2002, Rabinovich et al 2007). 
 
4.2 Los glicoconjugados en la neurona. 
No se conoce en detalle la función de los polisacáridos y de los glicoconjugados en la 
fisiología de las neuronas, aunque se ha descrito que su presencia en la superficie neuronal 
incide directamente en las interacciones con la glía circundante y en el desarrollo del sistema 
nervioso (Yanagisawa & Yu 2007). En el desarrollo neuronal, la síntesis de glicoconjugados está 
regulada espacial y temporalmente desde sus primeras etapas. La concentración y la distribución 
de los glicanos asociados a lípidos y proteínas de la membrana celular, son importantes en las 
interacciones entre las células del sistema nervioso y su entorno (Gabius 2006, Nagae & 
Yamaguchi 2012). Así por ejemplo, se ha comprobado que la mielina que contacta directamente 
con la membrana axonal, presenta un aumento en su composición de glicanos de tipo N o N-
glicanos (un tipo de azúcares unidos a resíduos de aspargina de las proteínas), en especial  los de 
tipo N-acetilgalactosamina (GalNAc), con respecto al resto de mielina compactada que no 
contacta con la neurona. Este hecho determina que de alguna forma que aún se desconoce, los 
N-glicanos están jugando un papel fundamental durante el proceso de mielinización (Ishii et al 
2007).  
En esta línea, las proteínas de adhesión celular N-CAM tienen una especial importancia,  
así como las lectinas de tipo I (información ampliada en el epígrafe 4.4), o la proteína MAG 
(myelin-associated glycoprotein), que interviene en el reconocimiento entre oligocendrocitos y 




que presentan N-glicanos en su estructura, son fundamentales para el correcto reconocimiento 
de estas proteínas con sus dianas, y sus alteraciones dan lugar a situaciones patológicas (Zhao et 
al 2008). Así, la correcta N-glicosilación de las integrinas influye directamente en su papel 
mediador de la adhesión celular y la motilidad pudiendo dar lugar a la aparición de fenotipos 
tumorales, o incluso puede modificar el papel que la proteína desempeña durante la 
neuritogénesis impidiendo el correcto desarrollo de la neurona (Zhao et al 2008). También ha 
sido estudiado el caso de la cadherina-E, en la que un fallo en el proceso de N-glicosilación de la 
misma impide la unión de su ligando específico (la β-catenina) y modifica la capacidad de formar 
uniones intercelulares y, por tanto, la correcta formación de tejidos (Zhao et al 2008).  
 
En paralelo a lo anterior, resulta obvio pensar que la distribución y función de las lectinas 
que se unen específicamente a estos carbohidratos sea, al menos, igualmente importante. Entre 
ellas, las galectinas objeto de este trabajo, comienzan a ser piezas fundamentales como se 
detalla más adelante  en el epígrafe 5.5. 
 
4.3 Los glicoconjugados en la matriz extracelular. 
La MEC es un entramado tridimensional de proteínas y carbohidratos dispuesto en el 
espacio intercelular. Entre sus múltiples funciones, aporta propiedades mecánicas a los tejidos, 
mantiene la forma de la célula, permite su adhesión, la comunicación intercelular y regula 
procesos como el crecimiento y la diferenciación celular entre otros (Porcionatto 2006). 
Su composición y su cantidad son muy variables en función del tejido que se considere, 
siendo poco abundante en el caso del tejido nervioso (Barros et al 2011). Pero 
independientemente del tejido que se trate, las moléculas que la componen suelen ser las 
mismas: colágeno, elastina, GAGs y diversas glicoproteínas asociadas a la membrana o integrales 
de la misma, que son las más importantes a la hora de mediar uniones entre la célula y su 
entorno (Hynes 1999, Luo et al 2007), (figura 6). Es un espacio moldeable gracias a la continua 
formación y destrucción de conexiones entre sus componentes y con las células del tejido. Esta 
dinámica está mediada por la acción de enzimas proteolíticas como proteopeptidasas de 
colágeno, metaloproteinasas de la membrana plasmática, elastasas, serín esterasas, etc. 




De esta forma, la matriz cambia y se adapta en función de los requerimientos del tejido 
en cada situación (Lu et al 2012). 
 
Figura 6. Esquema de la estructura y composición de la MEC. En la figura se representan 
algunos de los principales componentes de la MEC, incluyendo las integrinas, que 
interconectan el medio externo de la célula con los filamentos de actina dentro de ella.  
 
El colágeno es el componente más abundante de la MEC, y se encarga de proveer de 
estructura y elasticidad a la misma. Está compuesto por 3 cadenas polipeptídicas enrolladas 
entre sí en forma de triple hélice, que da lugar a fibras flexibles que se distribuyen por la matriz. 
Forma uniones con otras glicoproteínas como laminina, elastinas, fibronectina y fibrinógeno 
(Porcionatto 2006, Dityatev & Schachner 2006).  
La laminina es una glicoproteína compuesta por 3 cadenas polipeptídicas (α, β y γ) 
unidas por puentes disulfuro, que incluyen diversos puntos de unión a integrinas. Es el principal 
componente de la MEC en tejido nervioso, y tiene un papel fundamental en la formación y 
mantenimiento de la lámina basal. Además, promueve la diferenciación y migración de células 
durante el desarrollo del sistema nervioso, y permite la interacción con glicoproteínas (en 
especial integrinas) potenciando el crecimiento neurítico, atrayendo los axones para regular la 
guía axonal y promoviendo la diferenciación de oligodendrocitos y por tanto la mielinización 
(Porcionatto 2006, Dityatev & Schachner 2006).  
La fibronectina es una molécula fibrilar compuesta por 3 pares de cadenas de 




capacidad de agregación y por tanto su solubilidad. Al igual que la laminina, actúa mediante su 
interacción con integrinas. Además de regular la solubilidad de la MEC, es fundamental como 
mediadora de la regeneración axonal (Tonge et al 2012).  
Los proteoglicanos son el segundo componente más abundante. Se encargan también 
de dar estructura a la par que estimulan o inhiben diversos procesos biológicos como el 
desarrollo y la migración neuronal, mediante su interacción con otras moléculas de la MEC 
(Hynes & Naba 2012). Son glicoproteínas cuya parte glicosídica está formada por unidades 
repetidas de GAGs. La unión de los GAGs confiere al proteoglicano unas características 
estructurales y funcionales particulares según el tipo, actuando como moduladores de señales 
gracias a su reconocimiento por proteínas de unión a carbohidrato de tipo lectina. En el caso 
particular del sistema nervioso, los dos GAGs más abundantes son el sulfato de heparina y el 
sulfato de condroitina, aunque podemos encontrar otros tipos como sulfato de queratina, ácido 
hialurónico, etc. El sulfato de condroitina o condroitín sulfato se compone de unidades 
repetidas de ácido D-glucorónico (GlcA) y N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) sulfatada en las 
posiciónes 4 o 6; su principal función en el sistema nervioso se lleva a cabo durante el desarrollo, 
ejerciendo un efecto inhibidor del crecimiento y de repulsión de los axones (al contrario que la 
laminina). El sulfato de heparina o heparán sulfato se compone de GlcA unido a residuos de N-
acetilglucosamina (GlcNAc) sulfatada en la posición 6;  es un componente importante de la MEC 
en el sistema nervioso, y aunque resulta inocuo para el crecimiento y la guía neuronal 
(Porcionatto 2006), desempeña un importante papel en el reclutamiento de varios tipos de 
factores de crecimiento como el bFGF (basic fibroblast growth factor), actuando como un 
cofactor que media la unión del bFGF con su receptor específico (Yanagisawa & Yu 2007).  
Las glicoproteínas son fundamentales para mediar las interacciones de la célula con la 
MEC, o entre los propios componentes de la matriz. Además de las ya mencionadas (laminina, 
fibronectina, proteoglicanos, etc.), como ya se ha mencionado anteriormente, las integrinas 
juegan un papel especialmente importante al interconectar la MEC con proteínas del 
citoesqueleto o mediadoras de diversas cascadas de señalización (Yurchenco 2011), (figura 6). 
Otras glicoproteínas abundantes en el sistema nervioso son las moléculas extracelulares 
tenascina, reelina y netrina. Las tenascinas se expresan durante la neurogénesis, regulan la 
orientación, adhesión y migración de las neuronas durante el desarrollo embrionario, y son 
fundamentales durante el proceso de diferenciación de oligodendrocitos e inhibición del 
crecimiento axonal, favoreciendo por tanto la mielinización. La reelina, ampliamente expresada 




embrionario del sistema nervioso, ya que regula la formación del citoesqueleto de actina y el 
trafico vesicular mediante la activación de la enzima Rap1 GTPasa y la cadherina N (Jossin & 
Cooper 2011). La netrina, es secretada y asociada a la MEC a fin de dirigir el crecimiento axonal 
como moléculas atrayentes o repelentes del cono de crecimiento, en función de los receptores 
que éste presente en su superficie (Porcionatto 2006, Hynes & Naba 2012). 
 
4.4 Estructura y función de las Lectinas. 
Las lectinas son las moléculas encargadas de decodificar la información contenida en los 
carbohidratos; de hecho, su nombre deriva del latín legere, que significa seleccionar. Se trata de 
glicoproteínas de origen no inmune con capacidad de unión específica y reversible a mono u 
oligosacáridos, pudiendo unir cada una de ellas uno o más carbohidratos a la vez. Su estructura 
se basa en una cadena polipeptídica que además, puede llevar unido o no, uno o más residuos 
de carbohidrato (normalmente de 2 a 5 monosacáridos). Todas ellas se caracterizan por la 
presencia de, al menos, un dominio de reconocimiento y unión específica a carbohidratos 
denominado CRD (Carbohydrate recognition domain), cuya estructura se explica en profundidad 
más adelante. Las interacciones proteína-carbohidrato por medio del CRD, aunque 
relativamente débiles (fundamentalmente puentes de hidrógeno y fuerzas de Van der Waals con 
una constante de disociación de 10-4 M; Rabinovich et al 2007), son extremadamente específicas 
y selectivas, y ocasionalmente están reguladas por la presencia de otros carbohidratos que 
actúan inhibidores competitivos.  
Las lectinas median en fenómenos de reconocimiento tanto a nivel molecular como 
celular (Gabius et al 2002). Un ejemplo bien conocido es su papel durante la aglutinación celular, 
gracias a su capacidad de unir carbohidratos de la superficie de las células (Gabius et al 2004). 
Esta capacidad de aglutinación resulta hoy día una herramienta muy útil para un procedimiento 
tan habitual como es la caracterización e identificación de grupos sanguíneos humanos, gracias a 
que cada grupo presenta una composición en azúcares única, detectada mediante 
hemaglutinación empleando lectinas (Gabius et al 2004). También, han sido ampliamente 
estudiada su utilidad como marcadores tumorales debido a su capacidad para regular la 
adhesión celular, y su activación o inhibición de la apoptosis en células cancerígenas (Danguy et 





Las lectinas se clasifican en subfamilias en función de su estructura y del tipo de 
polisacárido que reconocen:  
 Tipo C (C-type): Presentan un dominio CRD muy conservado a lo largo de la evolución, y su 
unión a residuos de tipo carbohidrato depende de la presencia de iones Ca2+. Se 
caracterizan también por su capacidad de unirse entre sí de forma no covalente y formar 
multímeros con varias unidades de CRD. Estas disposiciones específicas son importantes 
para el reconocimiento tridimensional de determinados tipos de ligandos que se 
presentan como acumulaciones de cadenas de carbohidrato. 
Unen diferentes tipos de azúcares como manosa, galactosa, fucosa o heparín 
tetrasacáridos. Según el ligando que unan y la estructura que adquieran, podremos 
encontrar diferentes miembros dentro de la familia de las C-type, entre los cuales 
destacan las proteínas tipo Selectinas-L, -P y –E, que reconocen leucocitos, plaquetas y 
células endoteliales respectivamente (Gabius 1997, Gabius et al 2002, Gabius et al 2004). 
 Tipo I (I-type): Debido a su estructura con un único CRD, dos láminas plegadas tipo β y un 
interior con carácter hidrofóbico, fueron clasificadas inicialmente “tipo inmunoglobulina” 
(de ahí su nombre). Unen diferentes tipos de polisacáridos ricos en residuos de manosa 
(high-manose; Man6GlcNac2), epítopos tipo HNK-1 (human natural killer-1), ácido 
hialurónico y α2,3/α2,6-sialolactosa (Gabius et al 2002, Gabius et al 2004). 
Dentro de esta familia cabe destacar a las proteínas de adhesión celular tipo ICAM-1, 
PECAM-1 y N-CAM (Gabius 1997). Esta última, actúa durante la adhesión de células de los 
sistemas nerviosos central y periférico. Otro componente de esta familia, con relevancia 
en el desarrollo del sistema nervioso, es la proteína MAG, que mediante su unión a 
gangliósidos de membrana ricos en ácido siálico, media la interacción entre las neuronas y 
los oligodendrocitos o las células de Schwann, manteniendo así la estabilidad del contacto 
entre la membrana de los axones y la mielina que los recubre (Gabius 1997). 
 Tipo S (S-type) o galectinas: Presentan uno o dos CRDs evolutivamente conservados cuya 
unión a ligando es independiente de la presencia de cationes divalentes. Se denominan 
tipo S debido a que inicialmente se las atribuyó un carácter soluble, cuestión que ahora se 
torna imprecisa, debido a que otras lectinas presentan esta misma propiedad. Su principal 
ligando son los glicoconjugados tipo β-galactósido (un glucósido conteniente en galactosa, 
cuyo enlace glicosídico es de tipo β). Algunas de ellas presentan capacidad de formar 




características y funciones de esta familia de lectinas (Gabius 1997, Gabius et al 2002, 
Gabius et al 2004). 
 Pentaxinas: Se caracterizan por su capacidad de formar estructuras pentaméricas a partir 
de sus CRD. Unen glúcidos de tipo β-galactosa, galactosa, y monosacáridos sulfatados o 
fosforilados. Su función está relacionada con la inmunidad innata, y también con la 
respuesta inflamatoria (Gabius 1997, Bottazzi et al 2006). 
 Tipo P (P-type): Con un dominio CRD aún poco conocido, algunos miembros de ésta 
subfamilia se unen a sus ligandos de forma dependiente de cationes divalentes, mientras 
que otros lo harán de forma independiente a éstos. 
Reconocen estructuras ricas en manosa-6-fosfato presentes en algunas glicoproteínas, 
como es el caso de algunas enzimas lisosomales, que gracias a su interacción con estas 
lectinas, son activadas y guiadas hacia los lisosomas para ejercer su función. Este hecho se 
ha relacionado con la capacidad de reconocimiento de diversas enzimas de degradación 
de proteoglicanos en la superficie celular, en colaboración con lectinas de tipo C que 
reconocen específicamente residuos de manosa (Gabius 1997, Gabius et al 2002, Varki & 
Kornfeld 2009). 
Como se puede comprobar en el anterior listado, estas cinco subfamilias de lectinas son 
en su conjunto fundamentales para el correcto funcionamiento celular debido a que intervienen 
en procesos de señalización (selectinas y pentaxinas), e interacciones célula-célula 
(reconocimiento entre la neurona y la glía), o en el mantenimiento de estructuras celulares 
(como veremos más adelante en el caso de las galectinas), (Brewer et al 2002). La pérdida o baja 
expresión de algunas de estas proteínas puede conllevar severas patologías, como es el caso de 
la pérdida de alguno de los tipos de selectinas, que afectan al correcto funcionamiento del 
proceso de reconocimiento leucocitario y por tanto, de la respuesta inmunitaria. En otros casos, 
como en el de las lectinas de tipo I, pueden suceder alteraciones embrionarias graves, como  un 
desarrollo incorrecto del bulbo olfatorio (al disminuir la expresión de N-CAM), o baja 
mielinización (al disminuir MAG). La pérdida de lectinas de tipo P conlleva la pérdida de enzimas 







5. La familia de las Galectinas. 
5.1 Descubrimiento, antecedentes y definición. 
Aunque su descubrimiento se llevó a cabo durante los años 70 a raíz de numerosos 
estudios de embriogénesis y desarrollo, las galectinas como tal, fueron descritas por primera vez 
por Samuel H. Barondes en el año 1994 (Barondes et al 1994a, Barondes et al 1994b), gracias al 
seguimiento de trabajos basados en la hipótesis de que los carbohidratos de la superficie de la 
membrana plasmática deberían tomar parte en la adhesión de la célula (Leffler et al 2004). En su 
inicio, estas lectinas fueron descritas como proteínas independientes y nombradas de diversas 
formas en base a su función y a su descubrimiento, como es el caso de la electrolectina, CLL-I y 
II, L-14, L-29, L-31, CBP35, galaptina, etc. (Leffler & Barondes 1986, Leffler et al 1989). Todas 
estas proteínas pasaron a formar parte de la numerosa familia de las galectinas, descrita en los 
años 90, adquiriendo la nomenclatura que hoy conocemos, que abarca desde la Gal-1 hasta la 15 
(en el caso de los mamíferos), y su distribución en tres subfamilias con estructuras comunes 
entre sí (Cooper & Barondes 1999). Al igual que ha ocurrido con la glicobiología, el estudio de las 
galectinas como herramientas para decodificar la información contenida en los glicoconjugados 
de las células, también ha derivado en una rama de estudio de estas proteínas denominada 
galectinómica (Cooper 2002, Kuno et al 2005, Rabinovich et al 2007, Andre et al 2007). 
Actualmente se definen las galectinas como una familia de proteínas de unión a 
carbohidrato (lectinas), con una alta afinidad por la unión de polisacáridos del tipo β-galactósido. 
Entre sus principales características, encontramos que son proteínas muy conservadas a lo largo 
de la evolución (Houzelstein et al 2004), y que tienen un carácter soluble. Una vez sintetizadas 
por la célula, pueden ser almacenadas, transportadas e incluso secretadas. Ejercen, por tanto, 
funciones no solo desde la MEC (como reconocimiento intercelular) o a nivel de la membrana 
plasmática (como señalización, adhesión e inmunidad; Rabinovich et al 2007), sino también a 
nivel intracelular (como regulación del ciclo celular; Liu et al 2002). Aunque su mayor afinidad de 
unión sea por los β-galactósidos, también pueden unir con diferentes afinidades otros sacáridos 
complejos u otros ligandos intracelulares, como es el caso de algunas proteínas relacionadas con 
procesos de traducción de RNA y apoptosis, como por ejemplo los miembros de la  familia Ras a 
las que se une la galectina-1 (Gal-1), o las proteínas Bcl-2 o Gemin4 a las que se une la galectina-





5.2 Estructura y tipos. 
Las galectinas reconocen específicamente unidades repetitivas de disacáridos como la N-
acetilactosamina (Galβ14‐GlcNAc o LacNAc), unidades de disacáridos ramificados del tipo N-
acetilgalactosamina (GalNAc), ambos presentes en los N-glicanos, o bien otro tipo de 
formaciones repetitivas de disacáridos del tipo cadenas de poly-N-acetilactosamina presentes en 
N- y O-glicanos (glicanos unidos a proteínas por residuos de aspargina o de serina 
respectivamente), (Hirabayashi et al 2002). La afinidad de unión de las galectinas a este tipo de 
sacáridos, es directamente proporcional a la cantidad de LacNAc y GalNAc que contengan los N-
glicanos (Hirabayashi et al 2002, Rabinovich et al 2007). 
Estas uniones se efectúan a través de un dominio de 135 aa  y aproximadamente unos 
15 KDa de peso molecular (peso variable entre los CRDs de las distintas galectinas). Este dominio 
altamente conservado desde los invertebrados inferiores hasta los mamíferos, se conoce como 
dominio de reconocimiento de carbohidratos (Carbohidrate recognition domain; CRD). Presenta 
una estructura β-laminar compuesta por 11 láminas β ligeramente dobladas y situadas de forma 
antiparalela, 5 de ellas forman un lado convexo (F1-F5), y las otras 6 un lado cóncavo (S1-S6). Es 
ésta última, la parte encargada de unir carbohidratos (Cooper 2002, Leffler et al 2004, Laderach 
et al 2010), (figura 7). 
 
 
Figura 7. Representación tridimensional del 
dominio de unión a carbohidrato (CRD) de las 
galectinas.  
La estructura en β-lámina antiparalela está 
formada por 6 láminas nombradas desde la S1 a 
la S6 que forman un lado cóncavo, y 5 láminas 
nombradas desde la F1 a la F5 que forman un 
lado convexo. El lado cóncavo alberga la 
hendidura donde se unirán los carbohidratos 
(como por ejemplo la lactosa representada en la 
figura).  
Figura adaptada de la original, representación del 







Hasta el momento se han identificado 15 miembros diferentes de la familia de las 
galectinas de mamífero, que se clasifican en base a su estructura en tres subfamilias 
denominadas prototipo, quimera y de repetición en tándem (figura 8). 
La subfamilia de galectinas prototipo (proto-type), incluye a las galectinas -1, -2, -5, -7, -
10, -13,  -14 y -15. Sus componentes están formados por un único dominio CRD que, en algunos 
casos, pueden formar homodímeros bivalentes por unión no covalente como en la Gal-1, al 
contrario que la galectina-5, que solo ejerce su función como monómero (Cooper 2002).  
Dentro de la subfamilia de tipo quimera (quimera-type), hasta ahora sólo se conoce a la 
Gal-3. Está formada por un único CRD en su extremo C-terminal, un dominio N-terminal 
mediante el cual pueden formar homodímeros u oligómeros por unión no covalente o covalente, 
y un dominio central de unión entre ambos extremos, el cual es susceptible de escisión, dando 
lugar por tanto a la liberación de una forma truncada compuesta exclusivamente por el dominio 
CRD. El dominio N-terminal es además rico en serinas fosforilables y puede dar lugar a una 
forma fosforilada y activa de Gal-3 (Cooper 2002). 
La familia de las galectinas con repetición tipo tándem (tándem-repeat), incluye a las 
galectinas  -4, -6, -8, -9 y -12. Se caracterizan por la presencia de dos dominios CRD dentro de la 
misma cadena polipeptídica, de forma que presentan una estructura bivalente, aunque cada 
CRD pueda reconocer estructuras sacarídicas sutilmente diferentes. Los dominios CRD se 
conectan por dominios de unión (linker), que aunque de función desconocida, se encuentran 
ampliamente conservados evolutivamente, lo que sugiere que su estructura y su disposición 
están íntimamente ligados al correcto funcionamiento de la proteína (Cooper 2002, Nishi et al 
2005). 
 
Dada la especial importancia de las galectinas-3 y -4 en este trabajo, su estructura y 





Figura 8. Representación esquemática de las tres subfamilias de galectinas. La figura 
muestra los principales miembros de cada subfamilia de galectinas, así como la estructura 
típica de cada una de ellas. La subfamilia prototipo se componen de un CRD que puede 
formar homodrímeros. Las quimera, compuestas por un CRD en su extremo C-terminal, un 
extremo N-terminal, fosforilable, por medio del cual pueden unirse y formar dímeros o 
pentámeros, y un dominio de unión o dominio R entre ambos extremos. Por último, las de 
tipo tándem compuestas por dos dominios CRD, uno en cada extremo N y C-terminales, 




Las galectinas son moléculas ampliamente distribuidas en la naturaleza. Su secuencia de 
aminoácidos conservada filogenéticamente (hasta un 80% de homología entre las galectinas de 
ratón y las humanas; Houzelstein et al 2004), junto al hecho de que se encuentran ampliamente 
expresadas en múltiples órganos y tejidos, sugieren que estas proteínas podrían cumplir 
funciones fisiológicas esenciales (Cooper 2002, Leffler et al 2004, Laderach et al 2010).  
A día de hoy se han estudiado los diversos papeles que estas proteínas ejercen sobre 
diferentes procesos biológicos desde el interior o el exterior de la célula. A nivel intracelular, 
está el caso ya mencionado la regulación de la traducción de RNA y la apoptosis por unión de la 
Gal-1 a las proteínas Ras, o la unión de Gal-3 a Bcl-2 y Gemin4 (Liu et al 2002). También pueden 
mediar el ciclo celular mediante la regulación del reciclaje de receptores pro-apoptóticos (como 
TGFβR y CTLA-4) y de receptores de crecimiento (como EGFR, IGFR, FGFR y PDGFR), (Hernandez 




Otro proceso en el que encontramos galectinas involucradas, es la regulación del 
desarrollo del sistema nervioso;  en este caso, la Gal-1 regula el crecimiento de los axones por 
interacción con proteínas de la membrana como N-CAM (Storan et al 2004), y participa en la 
proliferación y el desarrollo del sistema nervioso, mediante la regulación de las señales de 
transducción de la célula, aunque estos mecanismos no son completamente conocidos a día de 
hoy (Vasta et al 2004, Yanagisawa & Yu 2007).  
La capacidad de las galectinas de regulación del destino celular (supervivencia y 
apoptosis), así como la mediación de la adhesión, migración y proliferación celular, hace que se 
encuentren involucradas en numerosos procesos patológicos como cáncer y neurodegeneración 
(Laderach et al 2010). Esto ha hecho que sean consideradas como unos excelentes marcadores 
de malignidad tumoral (Cooper 2002, Rabinovich et al 2002, Danguy et al 2002, Liu & Rabinovich 
2005, Smetana et al 2006, Laderach et al 2010, Stancic et al 2011).   
 
A nivel extracelular, encontramos otras funciones como por ejemplo la mediación 
durante procesos de inmunomodulación, donde la Gal-3 es capaz de promover la agregación de 
neutrófilos y fagocitos, y la Gal-1 de estimular la producción del receptor de células-T (TCR) que 
intervienen en la respuesta inmune (Vasta et al 2004), a la vez que estimula la producción de 
especies reactivas de oxígeno, proteasas y la secreción de interleukina-8, responsables de los 





Figura 9. Redes de galectinas y funciones en la membrana plasmática. A) Esquema de la 
posible formación de redes de galectinas en función de la estructura de las mismas. B) 
Posibles funciones que pueden desarrollar las galectinas adheridas en la superficie de la 
membrana plasmática. Figura adaptada de Rabinovich et al (2007). 
Las galectinas también son importantes durante la regulación de la adhesión de las 
células a un sustrato y la migración. Cabe destacar el papel de Gal-1, que media la formación de 
puntos de adhesión celular (conocidos como focal adhesions), y el de la Gal-3, que permite la 
migración de la células interconectando la célula con elementos de la MEC por medio de 
integrinas (Elola et al 2007). Pero además, la capacidad de las galectinas de unirse entre sí y 
formar multímeros o de unirse a otras proteínas a la vez (Cooper 2002, Brewer 2002), propicia la 
creación de redes de proteínas gracias a uniones termodinámicamente favorables entre lectinas 
y sacáridos en la superficie celular (Brewer 2004). Estas interacciones son una parte integral e 
imprescindible de la señalización celular y la adhesión de la célula a un sustrato o a otra célula, 
mediante segregación y reciclaje de receptores de membrana, o actuando como puntos de 
interacción intercelular o entre la célula y su entorno (Brewer 2002, Rabinovich et al 2007), 
(figura 9). En este apartado, está bien descrita la función de Gal-3 como intermediario de la 
unión de proteínas de MEC como laminina y fibronectina, a determinadas proteínas de la 




5.4 Localización y transporte. 
Hasta el momento se han detectado expresión de este tipo de proteínas en diferentes 
células así como en diferentes compartimentos celulares, y, como ya se ha comentado, se les ha 
adjudicado diversas funciones tanto intracelulares como extracelulares. Este hecho indica que 
estas proteínas deben ser externalizadas en algún momento tras su formación en la célula.  
Se sabe que las galectinas no poseen péptido líder en su secuencia primaria, hecho que 
impide su secreción por la vía clásica dependiente de retículo endoplásmico y del aparato de 
Golgi (Hughes 1999, Nickel 2003). Además, aunque estructuralmente presentan características 
típicas de proteínas citoplásmicas, como por ejemplo acetilaciones en el extremo N-terminal o 
capacidad de glicosilarse, nunca se encuentran en los compartimentos típicos de la vía de 
secreción clásica (Cooper 2002, Smetana et al 2006).  
Actualmente se desconoce el mecanismo por el cual las galectinas son expulsadas al 
medio extracelular, aunque se barajan diferentes posibilidades. Por este motivo se ha 
denominado hasta el momento a este proceso como una expulsión por vía atípica o no clásica 
(Nickel 2003), denominada por algunos autores como ectocitosis (Krzeslak & Lipinska 2004), que 
se basa en el transporte de lectinas mediante endosomas y exosomas (Leffler et al 2004). 
 
5.5 Las galectinas en la neurona. 
Hasta la fecha, se sabe relativamente poco de la función en el sistema nervioso de los 
glicoconjugados en general, y de las galectinas en particular. Recientemente, tanto los 
glicoconjugados de la superficie de las células del sistema nervioso (Yanagisawa & Yu 2007) 
como las galectinas que los reconocen,  han sido relacionadas con procesos de crecimiento y 
neuritogénesis (galectinas 1 y 5 de mamífero, o galectina-16 de pollo; Kopitz et al 2004, 
Kalovidouris et al 2005, Yanagisawa & Yu 2007) o con la guía de axones en crecimiento 
(galectina-16 de pollo atrae al axón que crece, mientras que la galectina-5 lo repele; Kopitz et al 
2004). También se han encontrado involucradas en procesos de regeneración de axones 
lesionados (Kopitz et al 2004, Stancic et al 2012) y de protección de las células lesionadas gracias 
a que ejercen un efecto neuroprotector (Gal-1 en neuronas del SNP; McGraw et al 2005, Chang-
Hong et al 2005). También se ha estudiado la presencia de ciertos miembros de la familia en 




rata, donde la Gal-3 aparece como un elemento importante de las células envolventes de la 
submucosa, y las galectinas-4, -7 y -8, presentan efectos positivos sobre la guía de neuronas en 
crecimiento axonal desde la cavidad nasal hasta el bulbo olfatorio (Storan et al 2004).  
Como se puede comprobar en los anteriores apartados, la mayor parte de estos estudios 
hacen referencia a galectinas de la familia prototipo, en especial el caso de la Gal-1, y a la 
galectina de la familia de tipo quimera, Gal-3. 
Hasta la fecha no se ha llevado a cabo un estudio sistemático de los efectos y funciones 
de las distintas galectinas en el sistema nervioso. En vista de recientes trabajos que describen 
implicaciones de la Gal-3 en procesos de desarrollo neuronal (Goetz et al 2008), y de la 
galectina-4 (Gal-4) en polaridad epitelial (Stechly et al 2009), micro-organización de la 
membrana plasmática (Braccia et al 2003) y mielinización (Stancic et al 2012), el presente 
estudio se centra en un estudio más exhaustivo de estas lectinas. 
 
5.5.A  La Galectina-3. 
La Gal-3 fue denominada Mac-2 por Bobby J. Cherayl en el año 1990, quien la describió 
como una lectina de macrófagos con unión específica a galactosa (Cherayil et al 1990). Estudios 
posteriores la adjudicaron diferentes nombres sin saber que se trataba de la misma proteína, 
como por ejemplo CBP-35 (proteína ligante de carbohidratos 35), L-29, L-34, IgEBP (proteína de 
unión a IgE) o LBP (Herrmann et al 1993, Huflejt et al 1993, Krzeslak & Lipinska 2004). Fue en el 
año 1994, cuando Samuel H. Barondes catalogó la familia de las galectinas, momento en el que 
incluyó la Gal-3 como un miembro de la misma familia que las galectinas-1, -2 y -4 (Barondes et 
al 1994a, Barondes et al 1994b). 
 
Como se ha indicado anteriormente, se trata del único miembro descrito de la subfamilia 
de las galectinas de tipo quimera. Es una proteína no glicosilada, soluble, monomérica y con un 
peso molecular que oscila según la especie entre los 26 KDa de la galectina de rata hasta los 31 
KDa en humanos, con una especial afinidad por la unión a lactosa (Lac) y a N-acetilactosamina 
(LacNAc), y con menor afinidad por la glucosa (Glc) y N-acetilglucosamina (GlcNAc), así como 
otros ligandos que contengan residuos de poli-N-acetilactosamina formados por Galβ1,4GlcNAc, 




ácido N-acetilneuraminico (NeuNAcα2,3, también llamado NANA o ácido siálico), GalNAc 
(GalNAcα1,3) o fucosa (Fuc-α1,2), (Krzeslak & Lipinska 2004).  
De la misma forma que otras galectinas su síntesis es citoplasmática y por tanto, se 
localiza principalmente en compartimentos celulares como el núcleo o el citoplasma, aunque 
también puede ser exocitada por la vía no-clásica a la MEC y encontrarse asociada a la cara 
externa de la membrana plasmática (Lindstedt et al 1993). Además, se ha comprobado que la 
proteína también puede ser endocitada por interacción con microdominios de balsas lipídicas de 
membrana en las caveolas (Ochieng et al 2004), hecho fundamental para su función moduladora 
de la adhesión y de la migración celular (Hsu et al 2009). 
 
En el caso de la Gal-3 humana, está codificada por el gen LGALS3 localizado en el 
cromosoma 14 (14q21-q22). Este gen se compone de seis exones y cinco intrones, con un peso 
total de 17 Kb (Kuklinski & Probstmeier 1998). 
Molecularmente, se compone de tres dominios proteicos (Cooper 2002, Krzeslak & 
Lipinska 2004): 
 Dominio amino-terminal (N-terminal) largo y flexible, compuesto por entre 100 y 
150 residuos de aminoácidos, con una secuencia repetitiva de 9 aa ricos en prolina, 
glicina, tirosina y glutamina. Presenta también una secuencia conservada NWGR 
(Asp-Trp-Gly-Arg) equivalente al dominio BH1 de las proteínas antiapoptóticas de la 
familia Bcl-2 (Takenaka et al 2004).  Las serinas 6 y 12 (Ser6 y Ser12) serán 
susceptibles de sufrir fosforilación por la enzima caseín-kinasa I (CKI) (figura 8), 
(Mazurek et al 2000), generando una forma fosforilada y funcional de la proteína 
denominada pGal-3. Éste dominio además, puede pueden ser proteolizado por 
ciertos tipos de metaloproteasas como MMP-2 o MMP-9. A través de este extremo 
N-terminal, la Gal-3 puede formar uniones covalentes son ligandos polipeptídicos y 
polinucleotídicos ricos en glutamina, por acción de la enzima transglutaminasa 
(TGasa), que generan agregados moleculares consigo misma o con otro tipo de 
lectinas, los cuales también cumplen funciones biológicas como el mantenimiento 
de las neuritas (Mehul et al 1995, Mahoney et al 2000). 
 
 Dominio R o dominio de unión, compuesto por 10 aa repetidos ricos en prolina, 




proteínas como la synexina o la synaptofisina, que puede ser proteolizada por la 
enzima colagenasa, dando lugar a una forma truncada de la galectina pero 
biológicamente activa, formada básicamente por un dominio C-terminal (Kuklinski & 
Probstmeier 1998, Elola et al 2007), (figura 8).  
 
 Dominio carboxi-terminal (C-terminal), se trata del dominio CRD encargado del 
reconocimiento de carbohidratos. Compuesto por 135 aa, presenta una estructura 
tridimensional similar a la de los dominios CRD de las galectinas 1 y 2, con quienes 
comparte entre un entre 20 y un 25% de su secuencia (Krzeslak & Lipinska 2004). 
 
Figura 10. Estructura de la galectina-3 y posibles estructuras derivadas de la misma. En el 
esquema se muestra el proceso de escisión por colagenasa que genera la forma truncada de 
la proteína, y la fosforilación en el extremo N-terminal que da lugar a la forma denominada 
pGal-3. Se muestran también las dos posibles combinaciones que pueden generar 
estructuras diméricas de la galectina mediante diferentes tipos de enlaces: un enlace 
covalente entre dos extremos N-terminal formado por acción de la enzima TGasa, o un 
enlace de tipo no covalente entre un extremo N-terminal y un C-terminal. 
 
Esta galectina actúa de forma dependiente o no de la unión a carbohidratos. Puede 
formar dímeros bien uniendo de forma no covalente un extremo N-terminal a un C-terminal, o 
bien, gracias a la enzima transglutaminasa, uniendo covalentemente dos unidades por su 
extremo N-terminal (Mehul et al 1995). También puede unir covalentemente más de dos 
unidades de galectina-3 para formar estructuras pentaméricas, que junto a la monomérica, son 
las más habituales (Kuklinski & Probstmeier 1998, Mahoney et al 2000, Ahmad et al 2004a), 




capacidades de unión y entrecruzamiento de carbohidratos en función de la estructura con la 
que se presenten (Cooper 2002, Morris et al 2004). 
La Gal-3 se ha encontrado ampliamente expresada en células monocíticas, eosinófilos, 
neutrófilos y macrófagos, así como en una amplia variedad de tejidos tales como colon, mama, 
estómago, cerebro, ovario, hígado o riñón (Krzeslak & Lipinska 2004). Como ya se ha 
mencionado, esta lectina se caracteriza por su capacidad de presentar variantes estructurales 
funcionales. Se ha postulado que la fosforilación de Gal-3 por la enzima caseín-kinasa I se lleva a 
cabo en el núcleo de la célula, para que posteriormente la molécula pueda ser exportada al 
citoplasma y exocitada por la llamada vía “no clásica” de secreción de galectinas. Este tipo de 
modificación actúa como un modulador de la funcionalidad de la proteína. De hecho, se ha 
demostrado que la defosforilación de la pGal-3 mediante la intervención de la enzima PP1, actúa 
como mecanismo de regulación intrínseca de la señalización en los diferentes procesos celulares 
en los que dicha proteína está implicada (Mazurek et al 2000, Yoshii et al 2002), regulando su 
presencia en núcleo y su exportación al citoplasma (Takenaka et al 2004). También se ha 
postulado que el balance de la concentración entre la forma monomérica y la forma 
pentamérica de la galectina llevada a cabo por acción de la enzima TGasa, tiene un efecto 
regulador de la actividad de la misma a nivel intracelular, debido a que cada estructura tiene 
unas funciones diferentes (Ahmad et al 2004a). 
A nivel intracelular, la Gal-3 nuclear está implicada en la regulación del  procesamiento 
de mRNA y en protección frente a la apoptosis por parada del ciclo celular en la fase G1, 
mediante su unión a proteínas citoplasmáticas como las citokeratinas, CBP70, Chrp, etc., o a 
proteínas nucleares del tipo de la Gemin-4 o las ciclinas (Mazurek et al 2000, Yoshii et al 2002). 
Esta acción tiene que ver con la secuencia de aminoácidos mencionada previamente NWGR 
(Asp-Trp-Gly-Arg), idéntica a la secuencia que compone el dominio BH1 de las proteínas de la 
familia Bcl-2, responsable de la actividad antiapoptótica de las mismas (Takenaka et al 2004). Por 
todo esto, diversos estudios han relacionado la sobreexpresión de la Gal-3 con una pérdida de la 
capacidad para regular la muerte celular programada, hecho que está ligado a neoplasias del 
tipo linfoma o carcinoma (Krzeslak & Lipinska 2004). 
Por otro lado, a nivel de la cara extracelular de la célula, se ha comprobado que la forma 
fosforilada pGal-3 está vinculada a procesos de adhesión y migración celular gracias a su unión a 
proteínas de la MEC como laminina, fibronectina, MAG o proteínas de la membrana plasmática 
relacionadas con adhesión celular como integrinas o N-CAMs (Saravanan et al 2009). En este 




diversos ligandos a la vez. Se ha demostrado, que la Gal-3 desempeña un papel estimulador de la 
secreción y expresión de las integrinas en la superficie celular, y además, promueve la 
fosforilación y activación de la caveolina-1 y la activación de la enzima  focal adhesion kinase 
(FAK) responsable de la formación de nuevos puntos de anclaje  de la célula con su entorno (los 
denominados focal adhesions) y mejorando así su adhesión y migración (Goetz et al 2008). 
También estimula la secreción del colágeno a la MEC y la formación de lamelipodios ricos en 
filamentos de actina, que unido a los anteriores factores, mejoran la adhesión y estimulan la 
migración celular (Ochieng et al 2004, Goetz et al 2008, Saravanan et al 2009, Hsu et al 2009). 
Otro papel atribuido a la Gal-3 a nivel de la membrana celular, es su papel durante el 
reclutamiento y posterior clasificación de proteínas de membrana no asociadas a balsas lipídicas 
que contengan residuos de N y O-glicanos, para anclarlas al dominio apical de células de tipo 
epitelial y mantener así una estructura diferenciada del dominio basolateral, característica de 
estas células (Delacour et al 2006, Delacour et al 2007). 
Se trata por tanto de una proteína muy ligada a procesos de embriogénesis tales como 
angiogénesis, adhesión, proliferación celular o regulación de la supervivencia mediante control 
del ciclo celular, o también a procesos posteriores como la modulación de la respuesta inmune 
por activación de los linfocitos T y los macrófagos (Mazurek et al 2000, Krzeslak & Lipinska 2004, 
Ochieng et al 2004). 
Hasta la fecha, se ha publicado mucho acerca del papel de la Gal-3 en metástasis y 
progresión cancerígena, pero también se ha estudiado el papel de dicha molécula en el sistema 
nervioso. Se ha descrito su papel como potenciador del desarrollo y el crecimiento axonal en 
neuronas de los ganglios de la raíz dorsal (Pesheva et al 1998), y también su efecto inhibidor de 
la proliferación y estimulador de la degeneración celular por activación de la respuesta inmune 
tras lesiones en el sistema nervioso periférico (Narciso et al 2009, Venkatesan et al 2010). Se ha 
presentado como factor clave durante el desarrollo en procesos de migración neuronal hacia el 
bulbo olfatorio (Comte et al 2011). Además, recientemente se ha comprobado que la galectina 
tiene un claro papel como potenciador de la diferenciación de oligodendrocitos y activador de la 





5.5.B  La Galectina-4. 
En 1989, Hakon Leffler aisló del intestino de rata una nueva lectina soluble con un peso 
molecular de 17 KDa (Leffler et al 1989). Unos años después, en 1992, Yuko Oda consiguió clonar 
su cDNA y describió esta misma proteína, pero indicó que estaba compuesta de dos dominios de 
unión a carbohidrato distintos y que tenía un peso molecular de aproximadamente 36 KDa, 
correspondiendo los 17 KDa anteriormente descritos a cada una de las dos unidades de unión a 
carbohidrato. Denominó a esta proteína L-36 (Oda et al 1993). Pero una vez más, fue Barondes 
quien la catalogó dos años más tarde como el cuarto miembro de la familia de las galectinas 
(Barondes et al 1994a, Barondes et al 1994b). 
La Gal-4 en humanos está codificada por el gen LGALS4, localizado en el cromosoma 19 
(19q13.1-q2), (Huflejt & Leffler 2004). Pertenece a la familia de las galectinas de tipo tándem. Es 
una proteína soluble, monomérica, compuesta por un total de 324 aa y con un peso molecular 
de 36 KDa. Se compone de dos dominios CRD de aproximadamente 140 aa cada uno, que 
comparten en torno a un 35% de la secuencia entre ellos y con el dominio CRD de la Gal-3, y 
hasta un 15% con el resto de dominios CRD de otras galectinas. Ambos dominios CRD presentan 
diferentes afinidades de unión a carbohidrato entre ellos, y diferentes a otras galectinas. 
Separando ambos CRD, encontramos un tercer dominio de la proteína, el dominio de unión 
(linker), similar al dominio R de la Gal-3. Es un dominio rico en prolina y glicina, y con una 
flexibilidad estructural limitada a causa de los propios residuos de prolina (Oda et al 1993), el 
cual se ha demostrado que es imprescindible para el correcto funcionamiento de la proteína, 
probablemente porque permita a que la lectina adopte una conformación espacial determinada 
y necesaria para poder llevar a cabo su función biológica (Kopitz et al 2012), (figura 11). 
 
Ambos dominios presentan afinidad por la unión a lactosa (Lac), galactosa (Gal) y 
glicanos más complejos como tetrosas del tipo lacto-N-tetraosa (Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc), 
o lacto-N-neo-tetraosa (Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc), (Wu et al 2002). Pero lo que caracteriza 
a esta galectina, es que sobre todo presentan una fuerte afinidad por la unión de 
glicoesfingolípidos con residuos 3-O-sulfatados (SO3
-  3Galβ1  3GalNAc) o sulfátidos, como 
son el SB1a, SM3, SM4s, SB2, SM2a, aunque también puede unir con gran afinidad otros 
glicoesfingolípidos sin sulfátidos como el GM1 (Ideo et al 2005). Otra característica excepcional 
de esta galectina, es que presenta alta afinidad de unión a colesterol-3-sulfato (carente de β-




que tienen una baja afinidad por la unión de glicoesfingolípidos con otros residuos cargados con 
ácido siálico, como sLc4Cer, snLc4Cer, GM2, GM3 o GM4 (Ideo et al 2005). Otras dianas son los 
N-glicanos, especialmente aquellos que ricos en manosa (con entre 5 y 8 residuos de manosa, 
conocidos como high-manosa), que son glicanos complejos formados por N-acetillactosamina 
(LacNAc) con dos manosas reducidas (Galβ1,4-GlcNAc) y los glicanos híbridos compuestos por 
LacNAc junto cinco manosas (solo una de ellas reducidas), (Stechly et al 2009). Pero estas 
afinidades de unión son diferentes en cada dominio, presentando cada uno diferentes niveles de 
afinidad por sulfátidos o por residuos no cargados (Ideo et al 2003); de hecho, el CRD I 
correspondiente al N-terminal, presenta una mayor afinidad de unión a tetrasacáridos lineales o 
tetrosas que el CRD II o C-terminal (Wu et al 2002; Wu et al 2004), mientras que el CRD II tiene 
una mayor afinidad para unir sulfátidos que el CRD I (Ideo et al 2005). 
 
Figura 11. Estructura de la galectina-4; configuración monomérica y dimérica. En el 
esquema de Gal-4 monomérica, así como el proceso de dimerización que da lugar a una 
estructura con cuatro unidades CRD. 
 
Aunque por lo general se encuentra en forma monomérica, la Gal-4 también puede 
dimerizar en solución (aunque aún no se ha descubierto la enzima encargada de la unión), 
generando una estructura compuesta por cuatro CRDs y con una gran actividad dependiente de 
la unión a carbohidrato (Ideo et al 2007) .  
 
Al igual que ocurría con las demás galectinas, Gal-4 se sintetiza y se acumula en el citosol 
de las células, aunque en determinadas circunstancias también puede encontrarse acumulada 
en el núcleo, en el medio extracelular o sobre  la superficie de la célula (Danielsen & van Deurs 
1997). En el caso de esta galectina en concreto, se ha postulado que en las células epiteliales, la 
externalización de Gal-4 depende de su transporte por las rutas de transcitosis o la vía trans-
Golgi (trans-Golgi Network; TGN). Esta última ruta se lleva a cabo mediante vesículas de 




zona apical de las células (Stechly et al 2009). Una vez la galectina llega a la zona, se desconoce 
de qué forma se transloca para situarse en la cara externa de la membrana plasmática, aunque si 
se ha comprobado que una vez ha ejercido su función puede ser endocitada nuevamente para 
ser reciclada y reutilizada (Delacour et al 2005). 
Los análisis de expresión del mRNA de la Gal-4, han mostrado que se encuentra 
ampliamente expresada en las mucosas de intestino grueso, intestino delgado, esófago y 
estómago, pero no se ha detectado en otros órganos como huesos, hígado, páncreas, musculo 
liso o músculo esquelético (Oda et al 1993, Danielsen & van Deurs 1997, Gitt et al 1998). Los 
tejidos intestinales están compuestos por células epiteliales cuyas superficies son ricas en 
colesterol-3-sulfato y en N-glicanos. Gracias a este hecho, la Gal-4 está muy distribuida en esta 
zona, donde se asocia a proteínas que intervienen en la formación de uniones adherentes de las 
células (Danielsen & van Deurs 1997, Huflejt & Leffler 2004). Gal-4 también interviene en el 
mecanismo de defensa de la mucosa intestinal frente a los ácidos y enzimas digestivos, y en el 
transporte de glicoproteínas que contengan glicanos de tipo O (Wu et al 2002). Además, se ha 
comprobado que estas uniones de  gran afinidad entre la galectina y los sulfátidos y las 
glicoproteínas N y O-glicosiladas de la región apical de células endoteliales, juegan un papel 
esencial en la formación y mantenimiento de un tipo de balsas lipídicas de membrana altamente 
organizadas  a las que se ha denominado super-rafts (ver epígrafe 3 sobre las balsas de 
membrana) (Hansen et al 2001, Braccia et al 2003, Delacour et al 2005, Danielsen & Hansen 
2006). Estas balsas de membrana son una característica fisiológica y diferencial de la cara apical 
de las células epiteliales, y desempeñan un papel fundamental para el reclutamiento y 
mantenimiento de acúmulos de glicoproteínas apicales en estas zonas (Stechly et al 2009). 
Además, se ha comprobado que el mecanismo de reciclaje de glicoproteínas mediante exocitosis 
y posterior recuperación con endosomas es esencial para el correcto desarrollo apical y el tráfico 
de proteínas de las células epiteliales (Stechly et al 2009), al igual que el transporte y 
translocación de Gal-4 a las mismas zonas mediante transcitosis. De hecho, la presencia de Gal-4 
en las vesículas de transporte hacia estas zonas apicales de la membrana de células epiteliales, 
es un factor fundamental para que las glicoproteínas que deben situarse en las balsas lipídicas 
de la membrana lleguen a su destino y se mantengan en su posición (Stechly et al 2009). 
Al igual que ocurre con otras galectinas como la Gal-3, la Gal-4 ha sido propuesta como 
un eficaz marcador tumoral. Esto es debido a que varios trabajos han encontrado un aumento 
de su expresión en fenotipos malignos ligados a varios tipos carcinomas, como cáncer de colon, 




asociado a un exceso de proliferación de células cancerígenas, muy diferenciadas y que forman 
monocapas polarizadas (Huflejt & Leffler 2004). Este fenómeno cobra sentido teniendo en 
cuenta las ya mencionadas propiedades de la galectina en la adhesión y la formación uniones 
intercelulares (Danielsen & van Deurs 1997), así como al mantenimiento de la polaridad de las 
células (Hansen et al 2001, Delacour et al 2005). 
 
Hasta el momento, se sabe muy poco respecto a las posibles funciones que pudiera 
desempeñar la Gal-4 en el sistema nervioso. Los primeros estudios de esta galectina a nivel de 
expresión tanto de proteína recombinante como de su mRNA, indicaban que no existía en 
tejidos del sistema nervioso central o periférico (Oda et al 1993), aunque esto actualmente está 
descartado. Recientemente se ha descrito expresión de Gal-4 en células del sistema nervioso 
central. Esta galectina está asociada al desarrollo de los axones de las neuronas del bulbo 
olfatorio desde estadíos embrionarios, quedando restringida su expresión en la edad adulta a 
células mitrales, glomerulares y de las capas granulares del bulbo; la función que desempeña la 
lectina en esta zona está relacionada con su capacidad de unir, mediante su 2 CRDs, dos 
subpoblaciones de axones que expresen distintos tipos de proteínas N-CAM, o incluso ayudar a 
dirigir los axones en crecimiento hacia la capa glomerular (Storan et al 2004). 
Otros trabajos, describen el papel de Gal-4 como potenciador de la mielinización por 
parte de los oligodendrocitos por unión a los factores de transcripción de p27 y Sp1, formando 
un tándem que a su vez  promueve la expresión de la proteína básica de mielina MBP (myelin 
basic protein), (Wei et al 2007). También ha sido descrita la implicación de Gal-4 en la 
mielinización de las neuronas de la raíz de los ganglios dorsales (DRG), donde la lectina es 
expresada en oligodendrocitos inmaduros y premielinizantes e impide que estos terminen su 
desarrollo, hasta que una disminución en la expresión de esta proteína desencadena el 























 Hipótesis y objetivos 
Los glicoconjugados juegan un papel central en la regulación de las interacciones 
moleculares que ocurren durante los diferentes procesos neuronales. Basándonos en el nuevo 
concepto del código de azúcares (Gabius et al 2002) y en la actual ausencia de estudios que 
profundicen en el papel de los carbohidratos en el sistema nervioso, nuestro grupo ha 
desarrollado un sistema experimental para el estudio sistemático y cuantitativo de los efectos de 
una importante familia de proteínas que unen carbohidratos, las galectinas, sobre determinados 
procesos de la fisiología neuronal. Este sistema se basa en el uso de galectinas recombinantes de 
mamífero combinadas con cultivos primarios de neuronas de rata. Este estudio aborda dos 
aspectos generales y fundamentales como son, la expresión y localización de estas proteínas en 
células del sistema nervioso central y periférico, y su función o efecto sobre el desarrollo y la 
diferenciación neuronal.  
Del estudio de las galectinas de mamífero Gal-1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 y 9, incluyendo en algunos 
casos variantes de algunas de ellas con modificaciones estructurales, se perfilaron varias vías de 
investigación. De entre ellas, dos de las más novedosas se escogieron para desarrollarse en esta 
tesis doctoral, planteando las siguientes hipótesis de trabajo: 
 
Hipótesis 1: 
“Las diversas formas de la Gal-3, regulan diferencialmente la maduración de las neuronas del 
sistema nervioso central”. 
 
Hipótesis 2: 









Para el abordaje de éstas hipótesis de trabajo, nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
Objetivos referentes a la hipótesis 1: 
1. Estudio de los efectos de las distintas formas de Gal-3 sobre el crecimiento y guía 
axonal en neuronas hipocampales de rata. 
2. Estudio de los efectos de las distintas formas de Gal-3 presentadas como sustrato o 
como soluto en el medio de cultivo. 
3. Determinación del mecanismo bioquímico por el cual Gal-3 controla los efectos 
observados en neuronas. 
 
 
Objetivos referentes a la hipótesis 2: 
1. Estudio de la expresión de Gal-4 en cultivos celulares y tejido del sistema nervioso 
central. 
2. Estudio de los efectos de la administración de Gal-4 de forma exógena sobre 
neuronas hipocampales de rata. 
3. Estudio de los efectos de la modulación de los niveles de expresión de Gal-4 
endógena sobre las células que la expresen. 
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I. CULTIVOS CELULARES. 
1. Cultivo primario de neuronas corticales e hipocampales. 
Los cultivos de neuronas hipocampales y de neuronas corticales de rata se obtuvieron a 
partir de  embriones de 18 días de gestación (E18) de rata Wistar (Harlan) a partir del protocolo 
descrito por Goslin y Banker en 1989 (Goslin & Banker 1989, Kaech & Banker 2006). El motivo 
por el que se eligieron células de E18 concretamente, es porque a los 18 días de gestación, la 
gran mayoría de las neuronas hipocampales han finalizado su división celular, pero la 
diferenciación no ha acabado completamente, encontrándose en el momento ideal para el 
estudio de su desarrollo (Dotti et al 1988).    
Para la obtención de estas células, se extrajo el cerebro de los embriones y se diseccionó 
el hipocampo y la corteza cerebral; el tejido fue limpiado de restos de meninges y lavado con 




, atemperada a 37°C (HBSS sin 
Ca2+/Mg2+; compuesto por 137mM NaCl, 5.36mM KCl, 0.34mM Na2HPO4, 0.44mM KH2PO4, 
4.2mM NaHCO3, 5.6mM glucosa, pH 7.4). Los tejidos limpios, cada uno por separado, fueron 
disgregados mecánicamente con una pipeta Pasteur de vidrio y tripsinizados durante 15 minutos 
a 37°C. Se hicieron lavados de nuevo con HBSS con iones Ca2+ y Mg2+ (HBSS; compuesto por 
137mM NaCl, 5.36mM KCl, 1.26mM CaCl2, 0.5mM MgCl2, 0.4mM MgSO4, 0.34mM Na2HPO4, 
0.44mM KH2PO4, 5.6mM glucosa, 0.7% Hepes, pH 7.4), y se cuantificó el número de células por 
mililitro con una cámara de Neubauer (Brand). 
El material empleado para sembrar las células una vez disgregadas fueron placas Petri de 
60 milímetros (Nunc) recubiertas de Poly-L-Lysina (PLL) o bien placas con cubreobjetos (CVs) de 
vidrio (Marienfeld) también recubiertos con PLL o PLL y galectina  para realizar los cultivos de 
neuronas sobe sustratos específicos (ver epígrafe 2 sobre los tratamientos neuronales). Para 
realizar este tipo de recubrimientos, se rellenaron las placas de plástico con una suspensión de 
PLL a 0.1 mg/ml, y se mantuvieron durante 12 horas a 37°C. Para el recubrimiento de los CVs, se 
utilizaron vidrios preparados con ácido nítrico, lavados con agua destilada y esterilizados por 
calor seco (2 horas a 200°C). Sobre la superficie de cada CV se aplicaron tres pequeñas gotas de 
parafina equidistantes. Una vez seca la parafina, se recubrieron con una suspensión de PLL a una 
concentración de 1 mg/ml  y se mantuvieron durante 12 horas a 37°C. Tras varios lavados con 





Figura 12. Esquema del proceso de extracción y cultivo de neuronas hipocampales 
primarias. En la parte izquierda de la figura (paso 1), se muestra esquemáticamente la 
forma de preparación de CVs de vidrio recubiertos de PLL y con gotas de parafina para el 
cultivo de neuronas. En la zona derecha e inferior de la figura (paso 2), se representa el 
proceso de extracción de hipocampos, la obtención a partir de los mismos y la siembra de 
neuronas hipocampales sobre los CVs previamente preparados. Figura adaptada de Kaech & 
Banker (2006).  
 
 
Las suspensiones celulares se sembraron a una densidad de 15x104 células por placa de 
60 milímetros en las que se incluyeron o no unos CVs también recubiertos de PLL, y se 
mantuvieron en medio mínimo esencial (MEM; minimal essential medium) suplementado con 
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10% de suero de caballo (MEM-HS) y 0,6% de glucosa, en un incubador con atmósfera húmeda 
(modelo C150, Binder)  al 5% de CO2 y 37°C. A las 24  horas, los CVs se traspasaron a una nueva 
placa en posición invertida, de forma que las gotas de parafina quedaron en la parte inferior. 
Esta placa contenía medio Neurobasal suplementado con 2% de B-27 y 0.5 mM de L-Glutamina 
(NB-B27), previamente atemperado y equilibrado a 5% de CO2 (figura 12, paso 2).  
Para los estudios bioquímicos, se cultivaron neuronas corticales de embriones E18 de 
rata, sobre placas Petri recubiertas de PLL o de PLL y galectina, con medio MEM-HS, a una 
densidad de 2x10
6
 células por placa de 60 centímetros. Pasadas las primeras 24 hiv, el medio se 
sustituyó por Neurobasal/B27/Glutamina previamente atemperado, y las células se procesaron 
pasados 5-7 días de cultivo in vitro.  
 
2. Cultivo primario de astrocitos. 
Para la obtención de cultivos de astrocitos primarios a alta densidad, se siguió el 
protocolo descrito por McCarthy & de Vellis (McCarthy & de Vellis 1980). Para ello se emplearon 
ratas Wistar de entre 1 y 3 días de vida (P1-P3), de las cuales se extrajeron las cortezas 
cerebrales limpiando lo máximo posible de otros tejidos que pudieran quedar adheridos. Se 
realizaron sucesivos lavados con HBSS sin Ca2+ ni Mg2+, tras los cuales se dejó un período de 15 
minutos a 37°C con HBSS con iones divalentes para favorecer la autodigestión del tejido por 
activación de las enzimas endógenas. Tras realizar una disgregación mecánica con una pipeta 
Pasteur de vidrio, el extracto celular obtenido fue filtrado con una maya de Nylon de 70 µm de 
diámetro de poro (SAATI-Ibérica), se centrifugaron 10 minutos a 1000 rpm, y se plaquearon en 
frascos de cultivo de 75 cm2 (Nunc) previamente recubiertos de PLL (siguiendo el mismo 
protocolo que para el recubrimiento de placas de cultivo), a una relación de aproximadamente 
de 7.5x106 células por frasco. Se mantuvieron en medio Dubelcco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bobino (FBS) y 1% de penicilina-estreptomicina, 
en incubador con atmósfera húmeda al 5% de CO2 y 37°C (figura 13).  
El medio de los frascos se cambió cada 3 días y, transcurridas entre 1 y 2 semanas de 
cultivo, los astrocitos alcanzaron su máxima confluencia. A continuación las monocapas se 
tripsinizaron y se plaquearon las células disgregadas en placas de cultivo de 60 milímetros sin 





Figura 13. Esquema del proceso de extracción y cultivo de astrocitos primarios. En la figura 
se representa esquemáticamente el proceso de extracción de cortezas de cerebro de rata y 
posterior obtención y cultivo de astrocitos a partir de éste tejido.  
Figura adaptada de Kaech & Banker (2006). 
 
Todos los experimentos con animales cumplieron con las directrices internacionales 
sobre el uso ético de los animales del Consejo de Bioética de la Comunidad Europea, 
establecidas a fecha 24 de noviembre de 1986 (86/6091 EEC), así como con las directrices del 
comité Institucional de bienestar animal del Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo 
(SESCAM). 
 
3. Cultivo de células PC12. 
Las células PC12 provenientes de feocromocitoma de rata, se plaquearon sobre placas 
de cultivo de 90 milímetros recubiertas de PLL, y se mantuvieron con medio DMEM 
suplementado con 7.5% de FBS, 7.5% de HS y  2mM de glutamina, en un incubador con 
atmósfera húmeda al 5% de CO2 y 37°C.  
En los casos en que así se requirió, las PC12 se dejaron crecer hasta alcanzar 
aproximadamente un 50-60% de confluencia, y se suplementó el medio con factor de 
crecimiento neural NGF a una concentración final de 50 ng/ml, a fin de promover la expresión de 
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II. ESTUDIOS DE BIOLOGÍA CELULAR Y MOLECULAR. 
4. Tratamientos neuronales. 
4.1 Galectinas recombinantes y complejos con heparán sulfato. 
Las diferentes formas de galectinas humanas se obtuvieron por un proceso de  
producción recombinante, mediante purificación por cromatografía de afinidad en Sefarosa-4B-
lactosilada. Su pureza se controló mediante electroforesis en gel de una y dos dimensiones y con 
espectrometría de masas (Andre et al 2006, Kubler et al 2008, Andre et al 2008, Martin-
Santamaria et al 2011, Andre et al 2012), (figura 14).  
 
Figura 14. Control de calidad de la producción de Gal-3 recombinante y fosforilada, y de Gal-4. 
A) El panel de la izquierda muestra los productos obtenidos de la purificación de Gal-3 y pGal-3 
en comparación con un control de peso molecular (carril de la izquierda) analizados mediante 
electroforesis en gel (PAGE-SDS). Se aprecia un pequeño incremento en el peso molecular de la  
pGal-3 (carril derecho, ~34 kDa) con respecto a su forma nativa (carril central, 31 kDa). El panel 
de la derecha muestra la señal positiva de la forma fosforilada producida mediante marcaje de 
grupos fosfato. B) Resultado del análisis de la purificación de Gal-4 por PAGE-SDS, comparando 
la señal de la Gal-4 (carril derecho, 35.9 kDa) con los controles de pesos moleculares (carril 






En el caso de la Gal-3, los procesos de biotinilización, el truncado proteolítico con 
colagenasa y la fosforilación con caseín quinasa-1, se llevaron a cabo bajo controles de calidad y 
ensayos de actividad de la fase sólida y su unión a células como ya se describió anteriormente 
(Andre et al 2006, Kubler et al 2008), (figura 14).  
Los complejos de las diferentes formas de Gal-3 con el proteoglicano heparán sulfato 
(HS; Sigma), se prepararon mediante la incubación del proteoglicano con cada lectina a una 
relación 1:5 w/w, y se mantuvieron durante 1 hora a 37°C en agitación suave. 
El punto de aplicación del tratamiento con galectinas en solución fue siempre el 
momento del cambio de medio de cultivo. En el caso de los estudios con galectinas en solución 
se añadieron las preparaciones de galectinas (en complejos con HS o no) a 25 µg/ml 
(concentración final), y se procesaron convenientemente cuando las células estuvieron 
suficientemente desarrolladas (a 48 o 72 hiv según el experimento). Para realizar los 
tratamientos con recubrimientos de placas o CVs con galectina, una vez hecho el recubrimiento 
con PLL se prepararon suspensiones con dicha proteína recombinante a 1 mg/ml y se 
mantuvieron sobre el material 12 horas a 37°C. Tras sucesivos lavados con agua destilada estéril, 
el material quedó listo para el cultivo de neuronas de la misma manera que cuando se hicieron 
recubrimientos con PLL. 
 
En el caso de los ensayos con bandas paralelas de sustratos para el estudio de la guía 
axonal, se realizó el recubrimiento con PLL en primer lugar, y luego se emplearon matrices de 
silicona con micro-canales en paralelo comunicados todos ellos a partir de un mismo conducto al 
cual se puede acceder por un orificio externo (Baier & Klostermann 1994). Los CVs pre-tratados 
con PLL fueron adheridos a la matriz de silicona sobre los micro-canales, y por el orificio de la 
matriz se inyectaron las soluciones de las diferentes formas de galectina (1 mg/ml) mezcladas 
con FITC (1 µg/ml), que sirvió para localizar los canales recubiertos de galectina en el 
microscopio de fluorescencia (figura 15). Se incubaron  las soluciones en las matrices durante 3 
horas a temperatura ambiente, y se lavaron con tampón fosfato salino (PBS 1X; 8mM NaCl, 
0.2mM KCl, 1.44mM Na2HPO4, 0.24mM KH2PO4, a pH 7.4). Como controles positivos y negativos, 
se emplearon recubrimientos en bandas con laminina (1 mg/ml) y FITC, o solo FITC, 
respectivamente.  
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Figura 15. Esquema de la elaboración de 
bandas paralelas de galectina conjugada 
con FITC sobre PLL. En la figura se 
muestra  el sistema para elaborar un 
sustrato en bandas paralelas en CVs 
mediante el uso de matrices de silicona 




Para la realización de los ensayos de endocitosis de Gal-4 conjugada con FITC, se 
incubaron neuronas de 24 hiv con una solución de Gal-4-FITC a 15 mg/ml (concentración final) 
durante 5 minutos. Las células se fijaron a distintos tiempos tras la incubación, y se marcaron 
con anticuerpo anti-Rab11 (ver epígrafe 5). 
En el caso de los ensayos de endocitosis en células en suspensión, las células antes de 
ser sembradas en CVs, fueron incubadas con una suspensión de Gal-4-FITC a 50 mg/ml 
(concentración final) durante 5 minutos a 37°C con agitación suave. Tras una breve 
centrifugación y un lavado con medio de cultivo, se sembraron de la forma habitual. 
 
4.2 Inhibición metabólica de la sulfatación. 
El proceso de sulfatación celular se impidió exponiendo las células a clorato sódico 
(NaClO3). Para establecer las condiciones óptimas del tratamiento sobre neuronas cultivadas, se 
incorporó en el medio de cultivo a neuronas de 24 hiv una solución concentrada de clorato 
sódico para obtener concentraciones finales de 50, 75 o 100mM, y se mantuvieron distintos 
tiempos de incubación. De este modo se pudo comprobar que a concentraciones de entre 50 y 
75mM de NaClO3 no se comprometía el correcto crecimiento axonal, pero si a concentraciones 
superiores a 75mM o tiempos por encima de a las 48 horas de tratamiento.  Se eligió como 
protocolo óptimo que todos los experimentos se harían con 75mM NaClO3 durante 48 horas de 
tratamiento. Tras el tratamiento, se procesaron las células para su estudio mediante una 




Para medir los niveles de expresión de sulfátidos, las células cultivadas durante 2 días se 
despegaron en agua, se lisaron por ultrasonicación y se centrifugaron durante 10 minutos a 
900xg. Tras descartar el precipitado nuclear, se cuantificaron las proteínas del sobrenadante 
empleando un kit de BCA  (ácido biscinoconínico; Bio-Rad). Se extrajeron los lípidos de la 
muestra con metanol (4 volúmenes) y cloroformo (8 volúmenes). Esta mezcla se centrifugó 1 
minuto a 9000xg para precipitar las proteínas. El sobrenadante se dejó secar, y posteriormente 
se resuspendió de nuevo en cloroformo (2 volúmenes) y metanol (1 volumen). Las muestras se 
cargaron en una placa de cromatografía en capa fina (TLC) de sílica con fondo de aluminio 
(Merck, Darmstadt), y los sulfátidos se separaron en una fase móvil de cloroformo (65 
volúmenes), metanol (25 volúmenes) y agua (4 volúmenes). Después de secar la placa, se 
pulverizó con ácido sulfúrico 7% en metanol, y se reveló en un horno a 150°C durante 30 
minutos. Las bandas resultantes se cuantificaron por densitometría empleando el software 
ImageJ (Image processing and analysis in Java,  NIH, EEUU). 
 
4.3 Extracción parcial de colesterol. 
En este caso se empleó Metyl-β-Ciclodextrina (MβC) siguiendo el protocolo descrito 
previamente (Abad-Rodriguez et al 2004). Neuronas de 24 hiv fueron incubadas con una 
solución de MβC 500mM (concentración final). Transcurridas 72 hiv de tratamiento, las células 
se fijaron para hacer inmunocitoquímicas o bien se procesaron para la realización estudios de 
fraccionamiento de membrana (ver epígrafes 5 y 9 respectivamente).  
Los niveles de colesterol se cuantificaron tanto en las células tratadas con MβC como en 
controles sin tratar mediante colorimetría a 500 nm, con el método enzimático de la colesterol 
oxidasa siguiendo las instrucciones del fabricante (BioSystems). 
 
4.4 Disrupción del citoesqueleto de actina/tubulina. 
Para los estudios de disrupción del citoesqueleto de actina o de tubulina, se emplearon 
cultivos de neuronas de 72 hiv tratados con nocodazol 7µM para despolimerizar microtúbulos, o 
bien con lantrunculin-A 2.5µM para despolimerizar los microfilamentos de actina. Transcurridas 
2 horas de cada incubación con el correspondiente tratamiento a 37°C, las células fueron 
procesadas mediante un análisis por inmunocitoquímica. En el caso de las células tratadas con 
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nocodazol, se emplearon anticuerpos para Gal-4 y faloidina (visualizándose la F-actina), y en el 
caso de las células tratadas con lantrunculin-A, se emplearon anticuerpos para Gal-4 y α-tubulina 
acetilada (visualizándose los microtúbulos). 
 
4.5 Inhibición metabólica de la glicosilación. 
Para bloquear el proceso de glicosilación de proteínas se empleó 1-
desoxymannojirimicina (DMJ), (McFarlane et al 2000, Delacour et al 2005, Morelle et al 2009, 
Stechly et al 2009). Neuronas hipocampales de 8 hiv fueron tratadas con una solución 2mM de 
DMJ (concentración final). Transcurridas las primeras 24 horas de tratamiento, se procesaron 
para inmunocitoquímica una parte de los CVs con células tratadas, y al resto se le volvió a 
someter de nuevo al mismo tratamiento de DMJ para procesarlos 24 horas más tarde. 
 
5. Inmunocitoquímica. 
Para la realización de las inmunocitoquímicas, las células fueron lavadas con PBS, y 
fijadas con una solución de paraformaldehído (PFA) 4% y Sacarosa 4% en PBS durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Tras otro breve lavado,  los grupos aldehído remanentes se 
enmascararon con una solución de  cloruro amónico  50 mM durante 5 minutos. Las células 
fueron de nuevo lavadas y, cuando procedió, se permeabilizaron las membranas celulares con 
Triton X-100 0,1% en PBS durante 5 minutos. Las muestras se bloquearon con una solución de 
2% FBS, 2% albúmina de suero bovina (BSA), 0.2% gelatina en PBS, durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Tras el bloqueo, las células fueron incubadas con los anticuerpos primarios durante 1 
hora a temperatura ambiente. Se realizaron después  otra serie de lavados con PBS y se 
incubaron de nuevo con los correspondientes anticuerpos secundarios anti-especies conjugados 
con fluoróforos durante 40 minutos a temperatura ambiente. Para los marcajes de F-actina, se 
añadió faloidina conjugada a un fluoróforo o  junto con las incubaciones con anticuerpos 
secundarios. 
Para la realización de marcajes simultáneos de galectinas de membrana junto con α-
tubulina acetilada, fue necesario realizar una primera incubación con anticuerpos contra la 
galectina sin permeabilizar las membranas celulares, seguida de otra incubación con el 




marcaje, las células fueron fijadas de nuevo y sometidas a una segunda inmunocitoquímica 
permeabilizando la membrana en esta ocasión para poder marcar con el anticuerpo para 
tubulina (seguido de su anticuerpo anti-especie). 
En el caso de la inmunocitoquímica para anti-Rab-11, las células fueron fijadas en primer 
lugar con una solución de metanol/EGTA 1mM a -20°C durante 5 minutos, seguido de una 
segunda fijación con PFA 4%/Sacarosa 4% durante otros 5 minutos. Tras una serie de lavados 
con PBS, las células se incubaron con el anticuerpo primario preparado en solución GDB (0.2% 
BSA, 0.8M NaCl, 0.5% Triton X-100, 30mM buffer fosfato, pH 7.4) durante una noche completa a 
4°C. Transcurrido este tiempo se realizaron una serie de lavados con PBS y se añadió el 
correspondiente anticuerpo secundario anti-especie conjugado con un fluoróforo durante 2 
horas a temperatura ambiente (Hoogenraad et al 2010, Eva et al 2010). 
En todos los casos, para finalizar la inmunocitoquímica los CVs bien lavados con PBS 
fueron montados sobre portaobjetos de cristal (Línea LAB) utilizando Mowiol y usando DABCO 
(1,4-diazabicyclo{2.2.2}octane) como agente anti-apagamiento. Las imágenes se obtuvieron en 
un microscopio confocal (Leica SP5), o bien un microscopio de epifluorescencia (Leica 
DM5000B). 
Para los estudios de proteínas de membrana se realizaron experimentos de 
reclutamiento de proteínas inducido por anticuerpos (co-patching). En estos, las neuronas 
cultivadas durante 72 horas fueron primero lavadas con PBS e incubadas a continuación en 
medio MEM libre de CO2 (Air-MEM; NaHCO3 3,39mM, hepes 10mM, ácido pirúvico 1mM, 
glucosa 35,5 mM, L-Glutamina 2mM, MEM 10%),  durante 45 minutos a 12°C junto con los 
anticuerpos primarios correspondientes según el experimento. Después de otro breve lavado, 
las células fueron incubadas bajo las mismas condiciones con el correspondiente anticuerpo 
anti-especie conjugado con un fluoróforo. En estas condiciones, los anticuerpos secundarios 
entrecruzan varias unidades de primario cuando éstas se unen a moléculas suficientemente 
próximas sobre la membrana, formando acúmulos que llegan a ser visibles en microscopía de 
fluorescencia convencional o confocal (figura 16). Después, los CVs fueron fijados con PFA al 4% 
(a excepción de ERM, para el cual se utilizó ácido tricloroacético (TCA) al 10% a 4°C durante 5 
minutos; Hayashi et al 1999), y montados sobre portaobjetos. 
Se realizaron fotografías con un microscopio confocal y se analizaron con el software 
ImageJ. Para el análisis del tamaño de los grupos de proteínas y la co-localización entre los 
mismos, se analizaron diez campos de diez imágenes diferentes para cada experimento. Para 
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ello, los canales para Thy-1 y L1 se separaron, y se aplicó un umbral para definir los grupos de 
señal positivos. Las áreas de co-localización se calcularon mediante la superposición de los 
mapas de puntos positivos (Abad-Rodriguez et al 2004). 
 
Figura 16. Esquema de elaboración de experimentos de reclutamiento de proteínas sobre 
la superficie de la membrana inducido por anticuerpos (co-patching). En el esquema se 
muestra la forma en que los anticuerpos secundarios unen varias unidades próximas de 
anticuerpo primario, consiguiendo la formación de pequeños grupos de proteínas visibles 




Las tinciones de inmunohistoquímica se realizaron sobre muestras de cerebros de ratas 
adultas para la visualización de las neuronas hipocampales y corticales.  
Para la obtención de los tejidos, los animales fueron anestesiados con fentobarbital (40 
µg/g) hasta la pérdida total de los reflejos. Se perfundió al animal con aproximadamente 150 ml 
de suero salino con heparina, seguidos de otros 400 ml de PFA 4% (Casa Álvarez). Una vez bien 
fijado, se extrajeron los cerebros y se mantuvieron en solución PFA al 4% durante 24 horas, 
antes de embeberlos en parafina. Una vez solidificada la parafina, y congelada a -20°C, se 
realizaron cortes con un micrótomo de precisión (Leica RM2265) de 10 µm de grosor, tanto en 
sección coronal como sagital.  
Los cortes fueron posteriormente desparafinados y rehidratados en un gradiente de 
alcohol. Tras esto se sometieron a un desenmascaramiento de epítopos inducido por calor, 




boqueadas con PBS con 0.3% Triton X-100 y 2% albúmina de huevo bovina (BSA), e incubadas 
con anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras una serie de lavados con 
PBS, los cortes se incubaron con los correspondientes anticuerpos anti-especies conjugados con 
fluoróforos, durante 40 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron entonces lavadas 
y montadas con Mowiol-DABCO que incluía DAPI para marcar los núcleos (Master Diagnostica). 
 
7. Estudios de unión de galectinas en superficie. 
Para el estudio de la unión de las galectinas a la superficie celular, se incubaron 
neuronas de 72 hiv con una solución de la correspondiente galectina biotinilada a 25  
(concentración final) en su forma recombinante sola, formando complejos con HS o en 
combinación con las formas no biotiniladas (según corresponda en cada experimento), en Air-
MEM durante 1 hora a 12°C para ralentizar la endocitosis. Tras un lavado, las células fueron 
incubadas en las mismas condiciones con estreptavidina conjugada con Texas-Red o FITC. Los 
CVs fueron entonces fijados y procesados para inmunocitoquímica, y se tomaron imágenes con 
un microscopio de epifluorescencia. Para el estudio estadístico se empleó el software Image J 
con el cual se midió la intensidad de la señal de la galectina de un total de 20 células por 
condición (3 repeticiones). 
 
8. Estudios cuantitativos de crecimiento y ramificación axonal. 
Para los estudios cuantitativos, se excluyeron aquellas células presentadas en grupos y/o 
cuyos axones se entrecruzaban, debido a la dificultad de poder seguir la trayectoria axonal de 
manera inequívoca. En el caso de células transfectadas con el RNA de interferencia, se tomaron 
como silenciadas para Gal-4 aquellas neuronas positivas para GFP que presentaron una media 
de intensidad de fluorescencia de, como mínimo, un 30% por debajo de la fluorescencia de los 
controles transfectados con UNC-siRNA (ver protocolo en el epígrafe 13.2). 
La medición de longitudes axonales y de intensidades de fluorescencia en axones se 
realizó en un total de 50 células por experimento, con un total de 3 repeticiones por 
experimento, empleando el software ImageJ. Los resultados fueron sometidos a análisis 
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estadístico mediante t de Student, y se expresaron como la media ± la desviación estándar (d.s.) 
de los tres experimentos. 
Para cuantificar el grado de ramificación de cada axón, se hizo un contaje manual 
empleando las mismas imágenes que para los estudios de longitud axonal. Se adjudicó el valor 0 
de ramificación a la rama principal (axón), el valor 1 a la rama surgida de la principal, el valor 2 a 
la rama surgida de la anterior, etc. Los experimentos control se realizaron en presencia de 
lactosa 25 mM (Lac). Los resultados son la media ± la d.s. de tres experimentos (25 neuronas por 
experimento). 
En los ensayos con sustratos en paralelo para el estudio de la guía axonal, se 
cuantificaron manualmente el número de axones que crecieron preferentemente por las bandas 
de galectina, los que crecieron por las bandas de PLL, o que lo hicieron sobre ambos sustratos de 


















III. ESTUDIOS BIOQUÍMICOS. 
9. Preparación de extractos y fraccionamiento de membrana.  
Las neuronas cultivadas de 3 div se levantaron en tampón MBS frío (MES 25mM, NaCl 
150mM, pH 6,5) suplementado con CLAP (cóctel de inhibidores de proteasas). Las suspensiones 
celulares fueron lisadas por ultrasonicación, y homogeneizadas mecánicamente haciendo 
sucesivos pases a través de una jeringa de 22 gauge. El extracto resultante se centrifugó durante 
10 minutos a 900xg, y se descartó el precipitado nuclear. Se reservó por tanto el sobrenadante 
(extracto total), y se volvió a centrifugar a 15000xg durante una hora a 4°C para precipitar las 
fracciones de membrana (ultracentrífuga Optima Max, rotor TLA 110, Beckman Coulter). Una vez 
descartado el sobrenadante, los residuos de membrana se resuspendieron en tampón MBS con 
inhibidores de proteasas y Triton X-100 al 1%. Pasados 60 minutos de incubación a 4°C en 
agitación, se realizó una cuantificación de la cantidad de proteína empleando un kit de BCA. 
Para su fraccionamiento, a cada ml de suspensión de membrana se añadieron 2 ml de 
sacarosa al 90% (concentración final 60% sacarosa), y la mezcla se depositó en el fondo de tubos 
de ultracentrífuga de 12 ml de capacidad (Beckman Coulter). Sobre estas muestras, se añadieron 
4 ml de sacarosa al 35% y 4 ml más al 5%, cuidando que no se mezclaran entre sí, para formar un 
gradiente discontinuo de densidad. Los tubos se ultracentrifugaron a 155000xg durante 18 horas 
a 4°C (Optima L-100 XP Ultracentrifuge, rotor SW-41, Beckman Coulter).  
Partiendo de la superficie del líquido en los tubos, se obtuvieron fracciones sucesivas de 
1 ml. Las proteínas de cada fracción se obtuvieron por extracción con metanol (4 volúmenes), 
cloroformo (1 volumen) y agua (3 volúmenes). Esta mezcla se centrifugó 1 minuto a 9000xg para 
separar una fase acuosa que se descartó, y otra fase orgánica a la que se añadió metanol (4 
volúmenes) y se centrifugó de nuevo 10 minutos a 9000xg. El pellet resultante con las proteínas 
precipitadas, una vez seco se resuspendió en solución de carga 1X (Laemmli sample buffer;  
63mM Tris HCl a pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 2.5% β-ME, 0.0025% azul de bromofenol, pH 6.8). 
Las muestras fueron entonces procesadas por WB. 
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10. Preparación del medio condicionado y extractos celulares para análisis de 
galectinas. 
Para la preparación de los extractos celulares se emplearon cultivos de astrocitos 
primarios a alta densidad de aproximadamente 10-12 div. Para ello se eliminó el medio de 
cultivo de las placas y se realizó un lavado con PBS frío. Se levantaron las células de la placa, y se  
lisaron durante 20 minutos a   4°C en tampón RIPA (25mM Tris-HCl pH 7.6, 150mM NaCl, 1% NP-
40, 1% Deoxicolato sódico y 0.1% SDS) suplementado con CLAP. Los extractos de proteínas 
obtenidos, fueron centrifugados durante 15 minutos a 4°C a 9000xg. Los sobrenadantes se 
consideraron extractos totales de las células, con lo que se realizó una cuantificación de 
proteínas totales usando el kit de BCA y se procedió al análisis de la muestra por WB. 
Para el análisis de la presencia de galectinas en medio condicionado, se emplearon 
cultivos de astrocitos semiconfluentes de 72 hiv. Se realizó un  lavado del cultivo y se añadió 
solución de Locke (154mM NaCl, 5.6mM KCl, 2.3mM CaCl2, 1mM MgCl2, 3.6mM NaHCO3, 9.8mM 
Glucosa y 5mM hepes), que se mantuvo durante 8 horas más a 37°C para que las células 
pudieran condicionar el medio. Pasado ese tiempo, se recogió la solución sin levantar las células, 
y se incubó con deoxicolato sódico (25 mg/ml) durante 5 minutos a 4°C. A continuación, se 
precipitaron las proteínas del medio con 10% TCA durante 1 hora a -20°C y se centrifugó a 4°C 
durante 20 minutos a 4000xg. El precipitado resultante se concentró por liofilización y por 
ultrafiltración (filtros Amicon Ultra-0.5ml, Millipore). La muestra concentrada se resuspendió 
después solución de carga 1X y se analizó por WB. 
 
11. Extractos celulares, entrecruzamiento e immunoprecipitación. 
Los extractos celulares totales se obtuvieron a partir de cultivos de neuronas corticales o 
de astrocitos cultivados a alta densidad con fines bioquímicos. Las placas de 60 milímetros 
fueron lavadas con solución PBS fría, y lisadas durante 20 minutos a 4°C en tampón RIPA 
suplementado con CLAP. Una vez extraídas las proteínas, las muestras fueron centrifugadas 
durante 15 minutos a 9000xg y 4°C. Los sobrenadantes fueron considerados como extractos 
totales y recuperados en tubos limpios. La concentración de proteína fue cuantificada 




Para los estudios de entrecruzamiento e immunoprecipitación, se cultivaron neuronas 
hipocampales o células PC12 en placas de plástico a alta densidad. En aquellos casos en los que 
fue requerido, las células se incubaron durante 2 horas a 12°C con solución de Locke sobre el 
cual se incluyeron soluciones de Gal-3 o pGal-3, con o sin complejos con HS, a 25 µg/ml 
(concentración final de galectina). Transcurrido el tiempo, se eliminó el medio sin levantar las 
células adheridas a la placa, y se incubó con el reactivo de entrecruzamiento reversible  DSP 
(dithiobis[succinimidylpropionato]; Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras un 
lavado breve con Tris-HCl pH 7.5, se añadió a la placa una pequeña cantidad de tampón de lisis 
frío (5mM EDTA, 0,5% Triton X-100 en PBS 1X), se levantaron las células raspando y se 
centrifugaron 5 minutos a 900xg. Los sobrenadantes fueron incubados con anticuerpos 
primarios correspondientes según el experimento, se mantuvieron a 4°C en movimiento 
constante durante 18 horas, y después se precipitaron con proteína A o G-sefarosa (en función 
del anticuerpo primario). A las muestras precipitadas por centrifugación, se añadió un volumen 
igual de solución de carga 2X, cuyo β-mercaptoetanol (β-ME), rompe los puentes disulfuro 
creados por el reactivo de entrecruzamiento y libera las proteínas precipitadas. Estas proteínas 
se analizaron a continuación por WB. 
 
12. SDS-PAGE y Western Blot. 
Las muestras de proteínas totales extraídas de los fraccionamientos celulares o de las 
lisis totales de células se resuspendieron en solución de carga, y se desnaturalizaron durante 5 
minutos a  95°C. Estas soluciones fueron entonces procesadas mediante una electroforesis en 
gel de poliacrilamida al 12% con SDS (SDS-PAGE), aplicando un campo eléctrico de 100 V a 
amperaje constante (cubeta de electroforesis de BioRad). 
Finalizada la electroforesis, se transfirieron las proteínas a una membrana de 
nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham) empleado una cubeta de transferencia horizontal 
(BioRad), a la que se aplicó una corriente eléctrica de 100 mA a voltaje constante durante 45 
minutos. 
La membrana con las proteínas transferidas, fue bloqueada durante una hora a 42°C con 
una solución de saturación de BSA 5% en TBS-T (1.36 M NaCl, 26 mM KCl, 0.25 M Tris y 0.1% 
Tween-20). Posteriormente se incubó la membrana durante una noche a 4°C en agitación con el 
anticuerpo primario diluido en TBS/0.5% BSA. Después de 3 lavados con TBS-T, se incubaron las 
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membranas con el correspondiente anticuerpo secundario anti-especie conjugado con 
peroxidasa (Horseradish peroxidase; HRP) en TBS/0,5% BSA, durante 2 horas a temperatura 
ambiente con agitación. Tras 3 lavados, la actividad de la peroxidasa fue revelada con el sistema 
de detección quimioluminiscente ECL (Western Lightning Plus–ECL, Enhanced 
Chemiluminescence Substrate, Perkin Elmer) y autorradiografía (Amersham Hyperfilm ECL, GE 
Healthcare). 
En general, como control de carga, se repitieron los WB sobre las mismas membranas 
con anticuerpos α-Tubulina acetilada, después de re-acondicionarlas con tampón de extracción 
(stripping buffer; compuesto por 62,5mM Tris-HCl pH 6.7 y 2% SDS) incubándolas durante 1 hora 
a 42°C.  
 
13. Transfecciónes celulares. 
13.1 Dominante negativo de L1. 
El cDNA de una forma dominante negativa de la L1 (L1-1151Y> A; Cheng et al 2005), 
clonado en un vector pcDNA3, se obtuvo de Adgene (plásmido 13.269). Las neuronas en 
suspensión se transfectaron usando el sistema de Nucleofector (Amaxa, Gaithersburg, MD) de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante, y se sembraron en placas de 60 milímetros con o sin 
CVs de vidrio (ver epígrafes 1 y 2 sobre cultivos celulares). Se empleó GFP (incluido con el kit de 
transfección del propio sistema Nucleofector) como marcador de transfección. 
 
13.2 Silenciamiento de Gal-4 mediante RNA de interferencia (siRNA) y rescate con Gal-4 
recombinante. 
Para el silenciamiento de la Gal-4 se testaron los siguientes oligonucleótidos sintéticos 
obtenidos de Sigma-Aldrich: 
 siRNA1: GCACTACAAGGTCGTGGTA(dT)(dT). 
 siRNA2: GAACTCCCTTCTACGAATA(dT)(dT). 




Se transfectaron neuronas hipocampales y corticales usando el sistema de Nucleofector  
siguiendo las instrucciones del fabricante. Como control, se realizaron nucleofecciones paralelas 
con el control negativo Mission  siRNA Universal Negative Control-1 (Sigma). Como control de 
transfección positiva, tanto los diferentes modelos de siRNAs como el control negativo se co-
transfectaron con GFP (Green fluorescent protein, pMAX-GFP). Transcurridas 48 horas tras la 
transfección y la siembra de las células, se realizaron estudios morfológicos y bioquímicos 
(siguiendo los protocolos anteriormente descritos).  
 
En el caso de los experimentos de rescate de función, tanto las neuronas interferidas 
como los controles se incubaron en presencia de Gal-4 recombinante (25 µg/ml; rGal-4) desde el 
momento en que los CVs se transfirieron a medio NB-B27. 
La eficiencia de siRNA1, siRNA2 y siRNA3 fue evaluada mediante comparación de su 
capacidad de reducción de los niveles de Gal-4 en neuronas cultivadas durante 24, 48 o 72 hiv. 
La reducción más significativa se obtuvo empleando el siRNA1, que se une a los nucleótidos 330-
348 de la Gal-4, dentro del primer dominio CRD. 
 
Los efectos de la reducción de la expresión de Gal-4 en las células se corroboraron 
bioquímicamente. Para ello, neuronas de 48 hiv se lavaron con HBSS sin iones divalentes a 4°C, y 
se diluyeron en una solución de separación compuesta por 25 mM HEPES pH 7.0, 5 mM EDTA y 
2% FBS, en HBSS sin Ca2+ ni Mg2+, a una densidad final de aproximadamente 4x106 células/ml. 
Esta solución fue sometida a separación por citometría de flujo, empleando un FACS Aria cell 
sorter (BD Biosciences) en condiciones de baja presión (20 psi y 100 µm nozzle), para obtener 
entre un 90 y un 95% de pureza de células GFP positivas. Dichas células GFP+ fueron 
recolectadas en solución 25 mM HEPES a pH 7.0 y 20% FBS en HBSS libre de iones divalentes, y 
cuantificadas. Finalmente, cantidades similares de células GFP+ provenientes de cada tipo de 
transfección, fueron lisadas con RIPA buffer para obtener los extractos totales, y se sometieron a 
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IV. ANTICUERPOS Y REACTIVOS. 
Cultivos:  DMEM, Glucosa, Hepes, KH2PO4, L-Glutamina, MEM, 
MgSO4, NaCl, NaHCO3, NGF, Poly-L-Lisina, Tripsina 
 CaCl2, KCl, MgCl2, Na2HPO4 
 Neurobasal, Penicilina-Estreptomicina, Suero de 





Tratamientos:  Desoxymannojirimicina (DMJ), Heparán sulfato (HS), 





 Ácido pirúvico (C3H4O3), BSA, Cloruro de amonio 
(NH4Cl), DABCO, EGTA, Glucosa, Hepes, KH2PO4, 
Lactosa, Laminina, L-Glutamina, NaCl, NaHCO3, 
Sacarosa, Triton X-100 
 Gelatina 80-100 blooms, PFA 
 Suero fetal bovino (FBS)  












Bioquímica:  Acrylamida/bis-Acrylamida, Azul de bromofenol, 
CLAP, EDTA, Glucosa, Glicina, Glycerol, Hepes, MES, 
NaCl, NaHCO3, NP-40, Sacarosa, Triton X-100, Trizma 
base, Tween-20, β-mercaptoetanol (β-ME) 
 Ácido clorhídrico (HCl), CaCl2, Cloroformo, 
Deoxicolato sódico, KCl, Metanol, MgCl2 
 SDS 
 DSP, DTSSP 










Tabla 1. Reactivos. En la tabla se muestra un listado de los reactivos empleados para la 
realización del presente trabajo, distribuidos por técnicas de experimentación (cultivos 
celulares, tratamientos, ensayos inmunocitoquímicos y bioquímicos), y ordenados en 




Nombre Especie Concentración Origen 
Anexin-II Ratón 1:50 BD Biosciences 
EEA-1 Ratón 1:100 BD Biosciences 
GFAP Ratón 1:1000 - 1:500 Invitrogen 
Nestin (2Q178) Ratón 1:1000 Sta. Cruz Biotechnology 
Neurofilament 200        
clon N52 
Ratón 1:250 Sigma 
TAU-1 clon PC1C6 Ratón 1:1000 Millipore 
Thy1 (CD-90) Ratón 1:100 Serotec 
Tuj-1 clon 2G10 Ratón 1:1500 Sigma 
Vimentin (IgG2a) Ratón 1:1000 Sta. Cruz Biotechnology 
α-Tubulin acetylated Ratón 1:2000 Sigma 
α-Tubulin Ratón 1:2000 Sigma 
β1-Integrin  (Anti-CD29) Ratón 1:100 BD Biosciences 
NCAM-L1 (C-20) Cabra 1:100 Sta. Cruz Biotechnology 
Neruopilin Cabra 1:100 Sta. Cruz Biotechnology 
ERM Conejo 1:100 Cell Signaling 
Galectin 1/3/4/8 Conejo 1:250 Fabricación casera (testados ante 
cualquier posible reacción cruzada) 
 
Tabla 2. Anticuerpos primarios. En la tabla se muestra un listado de los anticuerpos 
primarios empleados para la realización del presente trabajo, indicando el nombre completo 
del anticuerpo, la especie animal reactiva, la concentración empleada, y la casa comercial de 
la que son originarios.  
 
Para WB se emplearon los mismos anticuerpos pero con diferentes concentraciones: 
todos 1:500 exceptuando anti-Thy1 que se usó a 1:250. 
Los anticuerpos secundarios empleados para inmunocitoquímica fueron los 
correspondientes anticuerpos anti-especie todos conjugados con diferentes fluoróforos Alexa-
Fluor 488, 594 o 647 (1:1000), o conjugados con HRP (1:2000) para WB (todos de Molecular 
Probes). Para el ensayo con sustratos en paralelo se empleó Fluoresceína conjugada con 
Isothiocyanina (FITC; 1µg/ml) de Sigma Aldrich. Para el marcaje de F-actina se empleó faloidina 
conjugada con Isothiocyanina (1:1000, coloración verde) o con Tetramethylrhodamina (1:1000, 
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coloración roja), ambas de Molecular Probes. Para el marcaje de núcleos se empleó DAPI (4’-6-
Diamidino-2-fenilindol diclorohidrato; Sigma) 1:2000. 
Para los experimentos de unión de galectina en superficie con galectinas biotiniladas se 
empleó streptavidina conjugada con Texas Red o con FITC (Invitrogen) 1:1000. En el caso de los 
experimentos de reclutamiento de proteínas inducido por anticuerpos, las concentraciones de 
























I. LA GALECTINA-3 HUMANA, REGULADORA DE LA ADHESIÓN Y EL CRECIMIENTO AXONAL, 
COMO INDUCTORA DE LA RAMIFICACIÓN POR REDISTRIBUCIÓN LOCAL DE LAS PROTEÍNAS 
DE MEMBRANA L1 Y ERM. 
1. La galectina-3 fosforilada presentada como sustrato induce la ramificación axonal. 
Durante el estudio de expresión y función de las galectinas sobre cultivos de neuronas 
hipocampales in vitro, incluimos la galectina-3 en las 3 formas naturales que podemos encontrar 
de la lectina: la forma silvestre recombinante (Gal-3), la forma fosforilada (pGal-3) y la forma 
truncada (trGal-3). Las tres moléculas fueron presentadas en los cultivos de dos formas 
diferentes, bien disueltas en el medio de cultivo (concentración final 25 mM), o bien adheridas al 
cubreobjetos como un sustrato sobre el que deben crecer las neuronas. Los datos obtenidos de 
las mediciones de la longitud axonal mostraron que todas las formas de la galectina tienden a 
estimular ligeramente el crecimiento de los axones, aunque dicha tendencia no es significativa 
estadísticamente (figuras 17A y 17B).  
Sin embargo, cabe destacar un efecto morfológico observado en las neuronas crecidas 
sobre un recubrimiento de pGal-3. Dichas neuronas presentaron un incremento significativo en 
el grado de ramificación axonal en comparación con las neuronas control (figura 17A, detalles 3 
y 4). Mediante una cuantificación manual del grado de ramificación, adjudicando el valor 0 a la 
rama principal, 1 a la rama surgida de la principal, 2 a la rama surgida de la anterior, etc., 
observamos que mientras que las neuronas control o las crecidas en presencia de las formas 
recombinante o truncada de Gal-3 presentaban un nivel de ramificación en torno a valores de 1 
o 2, las crecidas en presencia del sustrato de pGal-3, marcaron picos de ramificación con valores 
de entre 4 y 5 (figura 17C). 
La repetición de este experimento incorporando como variable la presencia de lactosa 
25 mM (Lac) como azúcar competitivo (concentración que ya se sabe es bien tolerada por los 
cultivos), no varía el resultado con respecto a los cultivos sin lactosa (figura 17C), dato que nos 







Figura 17. pGal-3 presentada como sustrato induce la ramificación axonal. Neuronas 
hipocampales tratadas durante 48 horas con las formas de Gal-3 humana en solución (25 µg/ml), 
como sustrato o formando complejos con heparán sulfato (HS; 25 µg/ml concentración de 
galectina final; galectina-HS, 5:1 w/w). Como control se emplearon cultivos crecidos sobre PLL, o 
bien sometidos a la misma concentración de HS. A) Neuronas fijadas y marcadas con anticuerpo 
anti-α-tubulina. Las regiones ampliadas 3-6 muestran en detalle los axones altamente 
ramificados. B) Gráfico de barras que muestra el efecto de las diferentes formas de Gal-3 sobre la 
longitud axonal. La barra gris muestra el efecto del tratamiento de las neuronas con Gal-3-HS en 
presencia de lactosa como inhibidor competitivo de la unión a carbohidrato (media ± desviación 
estándar (d.s.), N=3 experimentos independientes; * p <0,001). La longitud axonal se midió 
utilizando el software Image J. C)  Efecto de las diferentes formas de Gal-3 sobre la ramificación 
neuronal (axón → nivel 0, ramas del axón → nivel 1, rama desde el nivel 1 → nivel 2, etc.). Las 
ramas se contaron de forma manual. Los experimentos se realizaron en presencia de lactosa 25 







Con estos datos podemos concluir que este efecto provocado por la pGal-3 solo es 
efectivo si la molécula se presenta inmovilizada y no en solución, una forma de presentación que 
reproduce en cierto modo la situación fisiológica en que la galectina, secretada al medio 
extracelular, interacciona con la MEC y es presentada así a la membrana plasmática neuronal.  
Supusimos que deberíamos tener un efecto similar presentando la pGal-3 adherida a 
uno de los componentes de la MEC. Para comprobarlo, se crearon complejos de las diferentes 
formas de la galectina adheridas al proteoglicano heparán sulfato (HS) (ratio galectina:HS 5:1, 
w/w. Concentración final de galectina 25 mM). El motivo por el que se empleó esta molécula en 
concreto es su inocuidad sobre el crecimiento de las células, ya que otros componentes de la 
MEC, como se comentó en la introducción, pueden tener efectos per se sobre el crecimiento 
neuronal, como es el caso del condroitín sulfato que conlleva inhibición del crecimiento, o la 
laminina y fibronectina que lo incrementan. Los resultados obtenidos con los complejos solubles 
de pGal-3-HS indicaron que de esta forma también se favorece este fenotipo ramificado (figura 
17A, detalles 5 y 6).  
 
Esta actividad sugería que los complejos pGal-3-HS se podrían unir preferentemente a 
los puntos de ramificación de los axones. De hecho,  incubando neuronas vivas con complejos 
pGal-3-HS preparados con la lectina biotinilada, encontramos que ésta se localiza en gran 
medida sobre las zonas del axón de las que surge una nueva rama (figura 18A, flechas; figura 
18C). Utilizando pGal-3 en solución como control, comprobamos que no se une a estos mismos 
puntos, sino que se distribuye de forma difusa y poco intensa sobre la superficie de la neurona 
(figura 18B, flechas y figura 18C). Esto refuerza la importancia de la forma de presentación de la 
molécula a la célula. 
De acuerdo a los resultados publicados hasta ese momento sobre estudios de Gal-3 
adherida a plástico y con líneas celulares (Pesheva et al 1998), la galectina adherida a HS dio 
lugar a un incremento estadísticamente significativo de la longitud axonal de en torno a 35 µm 
más con respecto a los controles (figuras 17A y 17B). Además, este efecto sí que resultó ser 
neutralizado con la presencia de lactosa en el medio de cultivo (figura 17B, barra color gris), 
demostrando que éste, al contrario de la estimulación de la ramificación, si se trata de un efecto 





Figura 18. Los complejos de pGal-3-HS se unen preferentemente a los puntos de ramificación. 
A,B) Neuronas hipocampales de 72 horas fueron incubadas durante 1 hora a 12°C en un medio 
tamponado con pGal-3 biotinilada (25 µg/ml), con complejos de galectina con HS (A) o solo la 
galectina (B). Después de la incubación y de un lavado, se incubaron con streptavidina conjugada 
con FITC en las mismas condiciones. Los cubres fueron fijados y montados. Las regiones 
enmarcadas y ampliadas a la derecha son la combinación de la imagen de campo claro con la 
imagen de fluorescencia. Las flechas indican los puntos de ramificación, marcados solo tras la 
incubación con pGal-3-HS. Barra de escala: 10 µm. C) Porcentaje de puntos marcados en las zonas 
de ramificación. Se consideraron positivos aquellos puntos de ramificación que muestren una 
intensidad de marcaje al menos 3 veces superior al fondo medido en tramos de neuritas 
adyacentes (media ± d.s., N=3 experimentos (20 campos por experimento), * p <0,005).  
 
 
Los mecanismos de generación de nuevas ramificaciones comparten ciertos aspectos 
moleculares con los mecanismos que regulan la guía axonal (Yoshida et al 2008). Encontramos 
moléculas como semaforinas, TAG-1 (Liu & Halloran 2005) o STAT3 (Conway 2006) que 
participan en ambos procesos. Además, se ha comprobado que las galectinas pertenecientes a la 
familia prototipo (en especial la Gal-1), están implicadas en procesos de guía axonal in vitro 
(Kopitz et al 2004) e in vivo (Puche et al 1996, Gaudet et al 2005). Esto nos llevó a estudiar si la 
galectina-3 fosforilada podría tener también algún efecto sobre la guía axonal. Para afrontar esta 
cuestión, estudiamos si la forma de Gal-3 recombinante o alguna de sus formas fosforilada o 




crecidos sobre substratos en los que se alternan líneas paralelas recubiertas de galectina 
combinada con FITC, y líneas recubiertas únicamente de PLL, usando como controles negativo y 
positivo, líneas paralelas de PLL marcadas con FITC (figura 19, FITC) o líneas paralelas de 
laminina marcada con el mismo fluoróforo (figura 19, laminina) respectivamente. En el caso de 
las líneas paralelas recubiertas con cualquiera de las tres formas de la Gal-3, los axones no 
presentaron ningún tipo de preferencia de seguimiento de ninguno de los sustratos presentados 
o las líneas de PLL (figura 19, Gal-3, trGal-3, pGal-3. Barras negras y gris claro en el gráfico). De 
hecho, los axones tendieron a crecer sobre las líneas de trGal-3 o pGal-3 ignorando la transición 
entre las zonas de galectina y PLL (figura 19, trGal-3, pGal-3. Barras gris oscuro). 
Estos resultados muestran que ninguna de las formas ensayadas de Gal-3 producen 
efecto modulador sobre la guía axonal. 
 
Figura 19. Gal-3 no tiene efecto sobre la guía axonal in vitro. Se cultivaron neuronas hipocampales 
durante 48 horas sobre cubreobjetos recubiertos con franjas paralelas de PLL en alternancia con la 
forma indicada de galectina conjugada con FITC. Se prepararon franjas de FITC solo como control 
negativo, y laminina como control positivo (bandas claras). Se realizó una inmunocitoquímica (ICQ) 
frente a α-tubulina para poder visualizar las células. Los axones neuronales se extienden a lo largo 
de las bandas de laminina, pero no muestran ninguna preferencia por seguir las bandas de Gal-3 
(central) o FITC solo (izquierda). El gráfico de barras muestra el número de axones que crecen a lo 
largo de cada substrato (barras de color negro), sobre PLL (barras gris claro) o atravesando las 
bandas (barras gris oscuro). Valores medios ± d.s., N=3 experimentos (50 células por experimento). 




2. La galectina-3 fosforilada induce la generación de dos tipos de ramificaciones. 
La formación de una nueva rama neurítica requiere la remodelación local del 
citoesqueleto para determinar su futura localización, además de para potenciar y mantener el 
crecimiento de la misma. 
Para estudiar la posibilidad de que tal reordenamiento del citoesqueleto sea inducido 
por los complejos de pGal-3-HS, se trataron cultivos de neuronas hipocampales con los 
complejos o solo con HS utilizado como control, y se realizaron inmunocitoquímicas para α-
tubulina y F-actina. La mayoría de las neuronas tratadas con HS presentaron un fenotipo típico 
de un estadío 3 (Dotti et al 1988), con axones ramificados con un alto contenido en microtúbulos 
(figura 20A, flechas). Normalmente los axones presentan también algunas pequeñas 
protrusiones ricas en F-actina (figura 20A, cabezas de flecha). Nuevamente pudimos observar 
como el tratamiento con pGal-3-HS promovió la formación de un fenotipo altamente ramificado 
marcadas con α-tubulina (figura 20B, flechas), pero encontramos que este tratamiento también 
favoreció la formación de un anormal número pequeñas protrusiones ricas en F-actina (figura 
20B, puntas de flecha; cuantificación en la figura 20C). Este hecho mostró que la activación de la 
ramificación inducida por la galectina, va acompañada de una activación del citoesqueleto, tanto 
a nivel de microtúbulos como de microfilamentos de actina. 
 
Figura 20. pGal-3 presentada como 
sustrato induce cambios locales en el 
citoesqueleto de F-actina. A,B) Neuronas 
hipocampales cultivadas de 72 hiv en 
presencia de HS solo (A) o de complejos 
pGal-3-HS (25 µg/ml, B), se fijaron y 
marcaron con anti-α-tubulina (verde) y F-
actina (rojo). Los tratamientos con pGal-
3-HS dieron lugar a células ricas en ramas 
con elevada presencia de tubulina 
(flechas) y una mayor cantidad de 
protuberancias ricas en F-actina (puntas 
de flecha) en comparación con las 
neuronas control. Barras de escala: 10 
µm. C) Número de protuberancias 
marcadas con F-actina a lo largo de 10 
µm de neurita. Las protrusiones fueron 
contadas manualmente, y la longitud de 
las neuritas se cuantificó como en la 
Figura 17. Valores media ± d.s., N=3 
experimentos (20 campos por 




3. La galectina-3 fosforilada presentada como sustrato interacciona con la proteína de     
membrana L1. 
El siguiente paso fue definir cuál o cuáles podrían ser las posibles dianas de la pGal-3 en la 
superficie celular. Para comprobarlo, incorporamos a cultivos de neuronas corticales complejos de pGal-
3-HS, y las mantuvimos a 12°C con el propósito de que los complejos se adhieran a la superficie de la 
célula pero manteniendo un nivel bajo de endocitosis. Realizamos además un control en paralelo, al cual 
añadimos complejos de Gal-3-HS.  
Transcurrido el período de incubación, los complejos fueron entrecruzados con una molécula 
capaz de formar puentes disulfuro entre las proteínas que interaccionan. Tras este paso, se obtuvieron 
extractos totales con dichos cultivos de neuronas y se inmunoprecipitaron las proteínas extraídas en 
presencia de anticuerpo anti-Gal-3. Una vez obtenido el inmunoprecipitado, se rompieron los puentes 
disulfuro que mantenían las proteínas unidas gracias al 2-mercaptoetanol presente en la solución de 
carga (laemmli buffer). Los inmunopreparados fueron entonces analizados mediante western blot (WB), 
empleando anticuerpos contra la integrina-β1, la neuropilina-1 y la NCAM-L1, tres proteínas que, según 
la literatura, estaban involucradas con la ramificación axonal e interaccionaban con la Gal-3 por lo que 
consideramos posibles ligandos de la pGal-3. 
El anticuerpo anti-Gal-3 inmunoprecipitó un 60% más de L1 en neuronas incubadas con 
complejos de pGal-3-HS frente a las cultivadas con complejos de Gal-3-HS, mientras que no se encontró  
co-inmunoprecipitación con la Integrina-β1 y la neuropilina-1 (figura 21A). 
Para corroborar el resultado para la proteína L1, realizamos el experimento de                            
co-inmunoprecipitación inversa, es decir, precipitamos con anticuerpo anti-L1, y analizamos por WB con 
anticuerpo anti-Gal-3. Una vez más, se obtuvo co-inmunoprecipitación exclusivamente en las muestras 
procedentes de neuronas incubadas con pGal-3-HS (figura 21B). 
Esta co-inmunoprecipitación de pGal-3 y L1 constituye una firme evidencia de que existe una 
interacción entre estas dos moléculas, y sugiere que dicha interacción podría ser el origen del fenotipo 







Figura 21. pGal-3 presentada como sustrato interacciona con L1. Neuronas corticales cultivadas durante 
7 días fueron incubadas durante 1 hora a 12°C en solución tamponada con Gal-3 o pGal-3 (25 µg/ml) en 
complejos con HS. Las células fueron entonces tratadas con el reactivo de entrecruzamiento DSP, 
tamponadas con Tris (pH 7,5) y levantadas en solución de lisis (detalles en materiales y métodos). Después 
de una centrifugación, los sobrenadantes se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-Gal-3 y se 
analizaron por WB frente a integrina-β1, neuropilina-1 y L1. A) Entorno a un 60% más de L1                      
co-inmunoprecipitó con complejos de pGal-3-HS, en comparación con los complejos de Gal-3-HS (gráfico 
de barras, media ± d.s., N=3 experimentos. * p <0,005). B) Una segunda inmunoprecipitación con anti-L1 y 
el análisis por WB frente a Gal-3, confirmó la interacción entre L1 y pGal-3. Las mismas cantidades de 
tubulina que de extractos fueron cargadas para ser usadas como controles. 
 
 
4. La galectina-3 fosforilada presentada como sustrato induce la relocalización de L1 en los 
dominios ricos en Thy-1 de neuronas in vivo. 
El gran número de ramificaciones y el gran dinamismo del citoesqueleto de actina inducidos por 
la presencia de la pGal-3 presentada en asociación a una superficie, recuerda al fenotipo producido por 
la interacción homofílica de la proteína L1 de la membrana celular y la de sustratos recubiertos de la 
misma  (Dickson et al 2002, Cheng et al 2005). Por este motivo, el siguiente paso lógico en nuestro 




relacionada con la presencia de L1. A partir de esta idea se consideraron dos posibilidades: por un lado, 
la proteína L1 podría estar formando una cantidad anormal de agregados o agregados 
excepcionalmente grandes; por otro lado, dado que la actividad de L1 en el axón de las neuronas 
depende de su presencia en balsas lipídicas de la membrana neuronal (Nakai & Kamiguchi 2002), estos 
posibles agregados de la proteína podrían estar asociados a este tipo de regiones de la membrana. 
Para comprobar esta última hipótesis, se realizó un estudio de los puntos de agregación de 
proteínas en la superficie celular inducida por anticuerpos (co-patching; Abad-Rodriguez et al 2004). 
Para localizar la presencia de las balsas lipídicas, se eligió la proteína Thy-1, un marcador de este tipo de 
regiones de membrana en las neuronas. Neuronas vivas en cultivos, mantenidas a 12°C para ralentizar la 
endocitosis, se incubaron anticuerpos específicos para L1 y Thy-1, se lavaron, y después se agregaron 
sus correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a fluoróforos (para más detalle, ver epígrafe 3 
del apartado de materiales y métodos).  Los agregados de L1 bajo los efectos de la interacción de la 
pGal-3, no mostraron ningún cambio evidente en cuanto a su cantidad o su tamaño (figura 22A y 22B, 
L1). De hecho, los porcentajes de los agregados contabilizados y distribuidos en tres grupos en base a su 
tamaño (de menos de 3 píxeles, de entre 3 y 12 pixeles, o mayores de 12 píxeles de diámetro) fueron 
similares a los de las neuronas control (figura 22C).  
Cuando observamos juntos los marcadores para L1 y para Thy-1, encontramos que ante la 
presencia de la lectina se promueve un aumento de la co-localización de los agregados de ambas 
proteínas en comparación a los controles (figura 22A y 22B), quedando siempre un remanente de L1 que 
no coincide con Thy-1 (figura 22A, flechas). Una cuantificación de los resultados reveló que en torno al 
50% de los acúmulos de L1 en las células control coincidían con los acúmulos de Thy-1, mientras que en 
neuronas tratadas con pGal-3, el porcentaje de co-localización de las proteínas ascendió hasta el 70% 
(figura 22D). Además, se observó que no solo aumentaba la co-localización de ambas proteínas, sino que 
ésta parecía más prominente en los puntos donde surgía una nueva ramificación (figura 22B, cabezas de 






Figura 22. pGal3 presentada como sustrato desplaza a L1 hacia balsas lipídicas de membrana que 
contienen Thy-1. A,B) Se cultivaron neuronas hipocampales durante 72 horas sobre PLL (A) o sobre pGal-3 
(B). Las neuronas vivas fueron incubadas 1 hora a 12°C en medio tamponado con anticuerpos anti-L1 y 
anti-Thy-1. Tras un lavado, se incubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados 
con fluoróforos en las mismas condiciones (detalles en materiales y métodos). Los cubreobjetos fueron 
fijados y montados. Las puntas de flecha indican los puntos de co-localización; las flechas indican grupos 
de L1 que no co-localizan.). C) Los puntos de L1 y de Thy-1 fueron clasificados en tres familias atendiendo 
a su tamaño en píxeles (<3, 3-12, >12). Se muestran los porcentajes de cada grupo de agregados, tanto en 
cultivos control como en los tratados con pGal-3, no mostrando variación en este aspecto en ningún caso. 
D) El porcentaje de grupos de L1 que co-localizan con puntos de Thy-1 es significativamente mayor en 
neuronas cultivadas con pGal-3 que en los controles. Valores media ± d.s, N=3 experimentos (20 campos 
por experimento), * p <0,005. Barra de escala: 10 µm. 
 
Según estos resultados, una parte significativa de L1 debería estar uniéndose a las balsas 
lipídicas de membrana, una vez las células son expuestas a la pGal-3 adherida a una superficie o a un 
componente de la MEC. Para comprobar estos resultados bioquímicamente, se extrajeron las 
membranas de células previamente cultivadas en presencia de Gal-3 o pGal-3 empleando el detergente 




analizadas por WB, mostraron una mayor cantidad de L1 en las correspondientes a balsas lipídicas de 
membrana (fracciones 4 y 5), en el caso de neuronas tratadas con pGal-3 (figura 23A y 23B). 
 
Figura 23. Los complejos pGal3–HS desplazan a L1 hacia balsas lipídicas de membrana ricas en Thy-1.  
Se extrajeron las membranas de las neuronas control y de las previamente tratadas con complejos pGal-3-
HSGal-3-HS con una solución fría de Triton X-100 al 1%, y se fraccionaron en gradientes de sacarosa por 
ultracentrifugación. A) Las fracciones de membrana obtenidas se analizan por WB frente a L1 y Thy-1. B) 
Los gráficos reflejan la cantidad de proteína presente en cada fracción medida por densitometría. En las 
células tratadas con complejos de pGal-3-HS, L1 se encuentra enriquecido en las fracciones 4 y 5, 
correspondiendo con las fracciones de las balsas lipídicas que contienen Thy-1 (panel de Thy-1). Valores 





5. La galectina-3 fosforilada presentada como sustrato induce la relocalización de las proteínas 
ERM a las zonas de membrana ricas en Thy-1. 
Según la literatura, la ramificación inducida por la proteína L1 está mediada por las proteínas 
citosólicas Ezrin-Radixin-Moesin (ERM), que modulan la interacción entre el citoesqueleto de actina y la 
membrana celular (Cheng et al 2005). Era lógico pensar por tanto, que en nuestro caso la redistribución 
de L1 sobre la membrana implicase una redistribución similar de ERM. Así, comprobamos si también 
coincidía la localización de las ERMs y las balsas lipídicas ricas en Thy-1, realizando experimentos 
similares a los realizados en el caso de la L1.  
En esta ocasión comprobamos que mientras en las neuronas control el patrón de distribución de 
ERM es independiente al de Thy-1 (figura 24A, flechas), en las neuronas tratadas con complejos de pGal-




los puntos de ramificación, y coincidente con los agregados de Thy-1 y con las balsas lipídicas (figura 
24B). Estos resultados indican que estas proteínas de anclaje entre el citoesqueleto y la membrana 
plasmática son necesarias para regular el proceso de ramificación dirigido por L1, y que ambas limitan 
los puntos de interacción de la pGal-3 sobre la célula. 
 
Figura 24. pGal-3 presentada como sustrato desplaza a ERM a las balsas de membrana ricas en  Thy-1. 
A,B) Neuronas hipocampales cultivadas sobre PLL (A) o sobre pGal-3 (B), fueron incubadas en vivo con 
anticuerpos anti-ERM y anti-Thy-1 siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito para el caso de 
L1 y Thy-1. Las flechas indican los puntos de co-localización entre ERM y Thy-1 (punteado color amarillo). 
Barras de escala: 10 µm. C) El porcentaje de grupos de L1 que co-localizan con grupos de Thy-1 es 
significativamente mayor en las neuronas cultivadas sobre pGal-3 que en las neuronas control. Valores 
media ± d.s., N=3 experimentos (20 campos por experimento), * p <0,001. 
 
 
Un análisis bioquímico similar al fraccionamiento de membrana para el estudio de la L1, mostró 
un aumento de la cantidad de ERM en las fracciones de balsas lipídicas de células crecidas sobre 





Figura 25. Los complejos pGal3–HS desplazan a ERM hacia balsas lipídicas de membrana ricas en Thy-1. 
Se extrajeron las membranas de las neuronas control y de las previamente tratadas con complejos pGal-3-
HS, se fraccionaron y se analizaron de la misma forma descrita anteriormente. A) Las fracciones de 
membrana obtenidas se analizan por WB con anticuerpos frente a ERM y Thy-1. B) Los gráficos de 
densitometría reflejan la cantidad de proteína presente en cada fracción. En las células tratadas con 
complejos de pGal-3-HS, ERM se encuentra enriquecido en las fracciones que coinciden con las balsas 
lipídicas ricas Thy-1 (panel de Thy-1). Valores media ± d.s. N=3 experimentos. Barras de escala: 10 µm.  
 
Se realizó además un segundo control del experimento, realizando los mismos experimentos y el 
mismo tipo de análisis con células crecidas sobre un sustrato de Gal-3 o sometidas a tratamiento con 
complejos Gal-3-HS, para comprobar que este efecto era exclusivo de la forma fosforilada de la lectina. 
Esta prueba deja clara otra evidencia, que únicamente la pGal-3 promueve la asociación de ERM con las 
balsas lipídicas, ya que ni en los experimentos de localización de las proteínas en vivo ni en los estudios 






Figura 26. Gal-3 presentada como sustrato no desplaza a L1 hacia las balsas lipídicas ricas en Thy-1. A,B) 
Se cultivaron neuronas hipocampales durante 72 horas sobre PLL (A) o sobre Gal-3 (B). Las neuronas vivas 
se incubaron con anticuerpos anti-L1 y anti-Thy-1 siguiendo el protocolo antes descrito. En ningún caso se 
encontró coincidencia en la distribución de las proteínas (flechas). C) Las fracciones de membranas 
extraídas de células tratadas con Gal-3-HS se analizaron mediante WB para L1, ERM y Thy-1. Ni L1 ni ERM 
fueron encontradas desplazadas hacia las fracciones 4-5, enriquecidas en Thy-1.  
 
 
6. La expresión de una forma dominante negativa de L1, así como la perturbación de la formación 
de las balsas lipídicas de membrana, reducen la ramificación inducida por la galectina-3 
fosforilada presentada como sustrato. 
A fin de obtener una prueba determinante de la participación de las balsas de membrana y del 
papel de la proteína L1 en la ramificación neurítica inducida por pGal-3, nuestro modelo se puso a 
prueba de dos formas diferentes: alterando la formación de las balsas lipídicas, y modificando la 
señalización de la L1. 
Para perturbar la formación de balsas lipídicas, los cultivos de neuronas se incubaron con 500 
mM de metil-β-ciclodextrina (MβC). En estas condiciones, se consigue una extracción parcial de entre un 
25-30% del colesterol de la membrana. Dado que el colesterol es uno de los principales componentes de 
las balsas lipídicas, esta reducción desestabiliza las balsas lipídicas (Abad-Rodriguez et al 2004), hecho 
que se ve reflejado bioquímicamente en el desplazamiento parcial de Thy-1 desde las fracciones de 









Figura 27. pGal-3 presentada como sustrato provoca la co-localización local entre ERM y L1. A,B,C,D) Se 
cultivaron neuronas hipocampales durante 72 horas sobre PLL (A), sobre pGal-3 con las células sin 
transfectar (B) o transfectadas con el plásmido DN-L1 (C), o cultivos tratados con MβC durante las últimas 
48 horas del cultivo (D). Las células fueron entonces fijadas y marcadas con anticuerpos anti-ERM y anti-
L1. Tras los lavados, los cultivos se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con fluoróforos. 
Las flechas indican los puntos de co-localización (en amarillo) entre grupos de ERM y L1 en los puntos de 
ramificación a lo largo del axón. E) El porcentaje de grupos de L1 que co-localizan con ERM es 
significativamente mayor en las neuronas cultivadas con pGal-3 que en los controles. El tratamiento con 
MβC o la transfección con el DN-L1 dan como resultado valores similares a los obtenidos en las células 
control. Valores media ± d.s, N=3 experimentos (20 campos por experimento), * p <0,001 frente al 
control; ** p<0,001 frente a pGal-3. F) Las neuronas (tratadas con MβC cuando se indica) se cultivaron 
durante 7 días en placas recubiertas con Gal-3 o con pGal-3.  Se extrajeron las membranas celulares con 
una solución fría de Triton X-100 al 1% y se fraccionaron siguiendo el protocolo anteriormente descrito. 
Las fracciones de membrana obtenidas se analizan por WB frente a L1, ERM y Thy-1. La cantidad de 
proteína presente en cada fracción, medida por densitometría, se expone en los gráficos de la derecha. En 
las células tratadas con complejos de pGal-3-HS, L1 y ERM están enriquecidas en las fracciones 4 y 5, 
correspondiendo con las fracciones de las balsas lipídicas que contienen Thy-1 (paneles de Thy-1). El 
tratamiento con MβC perturba la formación de balsas de Thy-1 y suprime el efecto de reclutamiento 
inducido por pGal-3-HS. Valores media ± d.s. N=3 experimentos. Barras de escala: 10 µm.  
 
En los experimentos realizados bajo estas condiciones, encontramos una drástica disminución 
en la ramificación inducida por pGal-3 (figura 28A y C), lo que indica que la organización fisiológica de las 
balsas lipídicas de membrana es necesaria para la inducción de la ramificación. 
 
En una segunda serie de experimentos sobre-expresamos una forma dominante negativa (DN) 
de la proteína L1 (L1-1151Y> A) en las neuronas. Esta forma de la proteína alberga una única mutación 
en la zona yuxtamembranal de L1, que impide la correcta unión de la proteína a ERM y la ramificación 
axonal activada por la interacción homofílica L1-L1. Ésta mutación, sin embargo, no afecta al crecimiento 
axonal (Cheng et al 2005). 
Las neuronas crecidas sobre un sustrato de pGal-3 y que expresan la forma DN-L1, presentaron 
un claro impedimento para la inducción de la ramificación, con axones poco o nada ramificados (figura 
28B y 28C). Éstos resultados demuestran una vez más la importancia de la participación de las proteínas 





Figura 28. La inducción de una forma dominante negativa de L1 y la perturbación de la formación de las 
balsas lipídicas, impiden la ramificación inducida por pGal-3. Los cultivos de neuronas fueron fijados y 
marcados con anticuerpos anti-α-tubulina. A) Se agregó MβC a los cultivos de 1 DIV y se incubaron durante 
otras 48 horas para disminuir los niveles de colesterol de las membranas. B) Las neuronas se nucleofetaron 
con una suspensión que contenía el DN-L1 (ver materiales y métodos para más detalles), se cultivaron y se 
procesaron tras 3 DIV. C) El gráfico muestra el efecto de los tratamientos sobre la ramificación de las 
poblaciones de neuronas cuantificado de la misma forma en que se hizo en la Figura 17. Valor medio ± d.s, 









7. La unión de galectina-3 fosforilada induce la co-localización de L1 y ERM. 
Hasta este momento, habíamos comprobado que la unión de pGal-3 desplaza a las proteínas L1 
y ERM a las balsas de membrana ricas en Thy-1. Para poner de manifiesto la interacción de estas dos 
proteínas entre sí en estas áreas concretas, llevamos a cabo una batería de experimentos de co-
localización con anticuerpos anti-L1 y anti-ERM. 
Las neuronas control mostraron una vez más que las proteínas marcadas presentaban un bajo 
porcentaje de co-localización incluso en los puntos de ramificación (figura 27A, flechas sobre puntos de 
co-localización amarillos; figura 27E cuantificación). Por el contrario, las neuronas crecidas sobre un 
sustrato de pGal-3 mostraron un marcaje más continuado y más intenso en los puntos de ramificación, 
con un elevado nivel de co-localización entre L1 y ERM (figura 27B, flechas; figura 27E cuantificación). 
Además, tanto la expresión de la forma DN-L1 (figura 27C) como la perturbación de las balsas 
lipídicas de membrana por extracción parcial de colesterol con MβC (figura 27D), disminuyeron el efecto 
de la interacción de pGal-3, viéndose reducida por tanto la co-localización entre L1 y ERM llevándolo a  
niveles de las células control (figura 27E cuantificación).  
 
Estos resultados corroboran la hipótesis de que la interacción con el axón de los complejos pGal-
3-HS, hace que L1 se acumule en las balsas lipídicas, provocando el reclutamiento de ERM por el lado 
citoplasmático. Se genera así una plataforma en la membrana a la que se asocian localmente los 
filamentos de actina y la maquinaria de regulación del citoesqueleto necesaria para la formación de una 







II. LA GALECTINA-4 DE NEURONAS COMO MEDIADORA DEL CRECIMIENTO AXONAL Y REGULADORA DE 
LA AGRUPACIÓN Y PRESENTACIÓN DE NCAM-L1 EN LA MEMBRANA AXONAL. 
8. Las neuronas hipocampales y corticales expresan galectina-4 in situ. 
Durante el estudio de expresión y función de las galectinas sobre cultivos de neuronas 
hipocampales in vitro, incluimos también la Gal-4.  En esta ocasión, no observamos ningún efecto 
relevante sobre los parámetros de diferenciación o crecimiento neurítico (resultados no mostrados), 
aunque el patrón de expresión de la Gal-4 en las neuronas en cultivo era muy particular. 
Teniendo en cuenta la bibliografía que describe la localización de Gal-4 en la membrana apical 
de las células epiteliales (Braccia et al 2003, Stechly et al 2009), se investigó la posibilidad de encontrar 
una localización polarizada a nivel de membrana también en las neuronas. Así, se realizaron diferentes 
experimentos de inmunofluorescencia en neuronas hipocampales de rata, en unos se permeabilizó la 
membrana como de costumbre, mientras que en otros se incubaron las células con el anticuerpo anti-
Gal-4 sin permeabilización previa para limitar la accesibilidad del anticuerpo a la superficie de la 
membrana de las neuronas.    
Estos experimentos mostraron una distribución diferencial de la galectina dependiendo de las 
condiciones de permeabilización. En células permeabilizadas, la distribución de Gal-4 era más o menos 
homogénea tanto en el axón como en el dominio somatodendrítico (figura 29A, paneles izquierdos, 
puntas de flecha y flechas respectivamente), en cambio, las inmunocitoquímicas en las que se prescindió 
de la permeabilización de membrana revelaron que la presencia de la galectina se limitaba a segmentos 
discretos de la membrana axonal (figura 29A, paneles derechos, puntas de flecha) quedando excluida 
del compartimento somatodendrítico.  Este resultado sugería que la galectina, al igual que ocurría en 
células epiteliales, también podría desempeñar un papel específico y relevante en el desarrollo axonal. 
 
Para confirmar la expresión neuronal de Gal-4, se obtuvieron extractos totales de cultivos de 
neuronas hipocampales y se analizaron por WB utilizando anticuerpo anti-Gal-4. Los resultados 
corroboraron la expresión de Gal-4 por parte de las neuronas, descartando que los astrocitos residuales, 
presentes en los cultivos de neuronas de hipocampo (menos del 10% del total del cultivo, Nickel 2003), 
estuvieran produciendo y liberando al medio extracelular la Gal-4 (figura 29B, panel superior, ET). De 
hecho, el análisis bioquímico tanto de extractos totales de astrocitos como de medio condicionado 




células (figura 29B, panel central, ET y MC). Para contrastar este dato, se empleó la Gal-1 como control 
de expresión positivo en astrocitos (figura 29B, panel inferior, ET y MC). Finalmente, mediante 
inmunofluorescencia tampoco se detectó la presencia de Gal-4 en la glía marcada con GFAP (Glial 
Fibrillary Acidic Protein, marcador de astrocitos; figura 29C, paneles superiores), mientras que en el 
control con Gal-1 encontramos un fuerte marcaje (figura 29C, paneles inferiores), lo que indica que los 
astrocitos no expresan Gal-4, o en caso de hacerlo, sería en cantidades no detectables. 
 
Figura 29. Gal-4 es expresada en cultivos de neuronas hipocampales in vitro. A) Neuronas hipocampales 
cultivadas durante 72 horas fueron marcadas con anticuerpo anti-Gal-4 (verde), Faloidina conjugada con 
Texas-red para ver los filamentos de actina (F-actina, rojo) y Hoechst para ver los núcleos (azul). Las 
inmunocitoquímicas se realizaron bajo condiciones de permeabilización de la membrana con Triton X-100, 
o sin permeabilizar. La distribución axonal y dendrítica de la galectina viene indicada por puntas de flecha 
y flechas respectivamente. B) El análisis por WB se realizó con extractos totales (ET) de neuronas 
hipocampales (NH) y de medio condicionado (MC) de astrocitos (Ast.), empleando anticuerpos anti-Gal-4 
y anti-Gal-1. Se usaron también como controles positivos las formas de las galectinas humanas 
recombinantes rhG4 y rhG1. C) El doble marcaje de astrocitos para Gal-4 y Gal-1 junto al marcador 
específico de la línea astroglial GFAP, muestra la nula expresión de Gal-4 por parte de los astrocitos. 
Barras de escala: 25µm.  
 
Estos experimentos produjeron resultados similares en cultivos de neuronas corticales de rata, 
lo que indicaba que la distribución axonal segmentada de Gal-4 no es una característica exclusiva de las 
neuronas hipocampales (figura 30A). También se obtuvieron resultados positivos en el análisis 





Figura 30. Gal-4 es expresada en cultivos de neuronas corticales in vitro. A) Neuronas corticales de 72 hiv 
fueron marcadas con anti-Gal-4 (verde), F-actina (rojo) y Hoechst (azul). Las inmunocitoquímicas se 
realizaron bajo condiciones de permeabilización de la membrana con Triton X-100, o sin permeabilizar. La 
distribución axonal y dendrítica de la galectina, idéntica a la obtenida para las neuronas hipocampales, 
viene indicada por puntas de flecha y flechas respectivamente. B) Se realizó un análisis por WB de 
extractos totales (ET) de neuronas hipocampales (NH) y neuronas corticales (NC) con anticuerpo anti-Gal-
4, y se usó la forma recombinante humana rhG4 como control positivo. Los resultados mostraron que las 
neuronas corticales también tienen cierto nivel de expresión endógena de Gal-4. Barras de escala: 25µm. 
 
 
Para confirmar la expresión de la galectina in situ, se realizó un análisis de expresión mediante 
inmunohistoquímicas dobles en secciones de cerebro de rata adulta, para Gal-4 y para marcadores 
axonales, Tuj1 para neuronas hipocampales, y NFH (cadenas pesadas de neurofilamentos o 
Neurofilament Heavy chain) para neuronas corticales. En concordancia con nuestros resultados in vitro, 
Gal-4 se expresa a lo largo de los axones de poblaciones de neuronas hipocampales (figura 31A, flechas) 





Figura 31. Gal-4 es expresada en tejido cerebral adulto in situ. A,B) Se realizaron secciones de cerebro de 
rata adulto embebido en parafina, y se realizó un doble marcaje para Gal-4 (verde), los marcadores 
axonales Tuj1 y NFH para neuronas hipocampales y corticales respectivamente, y Hoechst para marcar los 
núcleos (azul). Se detectó presencia en tractos axonales tanto en neuronas hipocampales (A) como  en 
neuronas corticales (B). Las zonas enmarcadas se muestran en detalle en los paneles inferiores, en los 
cuales se puede apreciar la localización de Gal-4 con respecto a los marcadores axonales indicados por las 
puntas de flecha. C) Se realizó también un control para detectar marcaje inespecífico, utilizando tejido de 
los mismos animales y empleando el mismo procedimiento pero omitiendo el paso correspondiente al 
anticuerpo primario. Barras de escala: 25µm. 
 
 
9. La galectina-4 se localiza en la membrana axonal desde estadíos de desarrollo tempranos, y se 
distribuye en tractos discretos a lo largo del axón en cultivos de neuronas maduras. 
A fin de definir un posible papel de Gal-4 en la formación y extensión de axones, y teniendo en 
cuenta el importante papel que ejerce esta galectina durante la polarización de células epiteliales de 
intestino (Stechly et al 2009), se estudió la posibilidad de que la galectina pudiera tener una función en 
la polarización neuronal. Dado que observamos expresión de Gal-4 desde las primeras etapas de 
desarrollo (figura 32, estadío 1), incluso antes de la especificación morfológica del axón, se planteó la 
realización por vez primera de un estudio de la distribución de la galectina a lo largo de las sucesivas 
etapas del desarrollo neuronal (Dotti et al 1988), mediante la realización de marcajes por 





Mientras que Gal-4 presentó un marcaje más o menos homogéneo en células permeabilizadas 
(figura 32, detalle 2), en neuronas no permeabilizadas el marcaje se veía limitado a la zona proximal de 
una sola neurita (figura 32, detalle 1, puntas de flecha). De forma consistente, en los siguientes estadíos 
de desarrollo, cuando las neuronas comienzan a mostrar un axón morfológicamente definido, siguió 
apareciendo una marca de Gal-4 a lo largo de toda la célula permeabilizada (figura 32, estadíos 2 y 2+, 
región 4), mientras que en condiciones de no permeabilización se encontró una vez más la señal 
limitada a la membrana axonal (figura 32, estadíos 2 y 2+, región 3). Esta distribución se mantuvo en el 
siguiente estadío de desarrollo (figura 32, estadío 3), aunque en este caso comenzaba a aparecer un 
marcaje discontinuo en segmentos discretos a lo largo del axón, sin un aparente patrón definido (figura 
32, región 5; figura 33, flechas y puntas de flecha). Este tipo de marcaje, al contrario de lo que ocurría 
con la Gal-3, no pareció presentar ningún tipo de correlación con elementos morfológicos del tipo 




Figura 32. Marcaje de Gal-4 
en cultivos de neuronas a lo 
largo de los diferentes 
estadíos de desarrollo.  
Se cultivaron neuronas 
hipocampales y se fijaron y 
procesaron mediante ICQ a 
diferentes tiempos, 
correspondiendo a los 
estadíos de desarrollo 
específicos en cultivo (1, 2, 
2+ y 3). Las neuronas 
permeabilizadas con Triton 
X-100 y no permeabilizadas 
fueron marcadas con 
anticuerpos para Gal-4 
(verde) y F-actina (rojo). Los 
paneles inferiores muestran 
el canal verde 
correspondiente a las 
regiones enmarcadas en las 
imágenes superiores (1-6). 
La distribución de Gal-4 a 
nivel axonal y dendrítico se 
indica con puntas de fleche y 
flechas respectivamente. 





Una explicación razonable a este fenómeno podría ser que las neuronas tuviesen algún 
tipo de daño a nivel axonal causado por la manipulación de las células, que resultase 
imperceptible bajo la tinción de filamentos de actina y que pudiéramos estar pasando por alto. 
Para comprobar esto, se marcaron neuronas sin permeabilizar con Gal-4, luego se 
permeabilizaron, y se incubaron de nuevo con un anticuerpo específico para α-tubulina 
acetilada, un marcador de microtúbulos axonales. Estos experimentos demostraron que los 
axones permanecían intactos en las zonas marcadas con Gal-4 (figura 33, paneles inferiores, 
puntas de flecha), excluyendo un posible daño estructural y sugiriendo que el marcaje 





Figura 33. Gal-4 presenta un marcaje en tractos discretos sin un patrón definido. Neuronas 
hipocampales en estadío de desarrollo 3 se fijaron y se marcaron en condiciones de no 
permeabilización con anticuerpos anti-Gal-4 (verde) y dos marcadores de citoesqueleto: Faloidina 
para marcar filamentos de actina (rojo), y anti-acetil-α-tubulina para marcar microtúbulos (rojo). 
Los paneles de la derecha muestran en detalle los tres canales correspondientes a las zonas 
enmarcadas de las imágenes de la izquierda. Se señalan con flechas y puntas de flecha el marcaje 
de Gal-4 sobre el marcaje de actina y de tubulina respectivamente, donde comprobamos que en 







10. El silenciamiento de la galectina-4 mediante RNA de interferencia retarda el crecimiento 
axonal. 
La observación de un marcaje axonal temprano de Gal-4 nos planteó la posibilidad de 
que una disminución en los niveles intrínsecos de la galectina pudieran afectar al correcto 
desarrollo del axón. Para poder reducir la producción de Gal-4 en las células, se nucleofectaron 
neuronas hipocampales empleando un RNA de interferencia o siRNA específico para nuestra 
lectina (siRNA-hG4), y empleando como control negativo el RNA estándar comercial Mission  
siRNA Universal Control  (UNCsiRNA).  
En ambos casos, las neuronas fueron co-transfectadas con un cDNA codificante para la 
proteína fluorescente GFP (pMAX-GFP; Green Fluorescent Protein) para poder evaluar la 
eficiencia de transfección del vector utilizado. Las neuronas transfectadas con el siRNA-hG4 
presentaron una señal prácticamente indetectable de Gal-4 en inmunofluorescencia (figura 34A, 
siRNA-hG4, Gal-4, flechas), mientras que tanto las neuronas transfectadas con el UNCsiRNA 
(figura 34A, UNCsiRNA, Gal-4, puntas de flecha) como las no transfectadas (figura 34A, siRNA, 
Gal-4, puntas de flecha) presentaron el marcaje segmentado característico de la galectina. 
Esta inhibición en la expresión de Gal-4 se comprobó bioquímicamente mediante WB. El 
análisis por densitometría de las bandas obtenidas, reveló que los extractos totales procedentes 
de neuronas transfectadas con siRNA-hG4, mostraban una reducción un 78 ± 22% que aquellas 
neuronas transfectadas con UNCsiRNA o que las no transfectadas (figura 34B). Pero además de 
la disminución en la expresión, se comprobó que la pérdida de la galectina conllevaba un efecto 
a nivel morfológico en las células. Los axones de neuronas transfectadas con siRNA-hG4 
resultaron ser significativamente más cortos (85.4  33.7 µm) que los de las neuronas 
transfectadas con UNCsiRNA (184.5  41.3 µm) (figura 34C, barras negras, *p<0.0001 en el test 
de Student), mientras que no se detectó diferencia alguna en el resto de neuritas (figura 34C, 
barras gris claro).   
Posteriormente, se comprobó si era posible llevar a cabo un rescate del fenotipo original 
incorporando al medio de cultivo de las neuronas la Gal-4 recombinante. En este caso, la 
longitud de los axones nucleofectados con siRNA-hG4 (182.6  41.2 m) resultaron ser muy 
similares a los valores medidos para las neuronas transfectadas con UNCsiRNA (figura 34A, 






Figura 34. La disminución en la expresión de Gal-4 retarda el crecimiento axonal. La producción de 
Gal-4 en neuronas se inhibió mediante nucleofección con siRNA-hG4. Como control negativo, se 
empleó UNCsiRNA. La eficiencia de transfección se evaluó co-transfectando con pMAX-GFP. Se 
realizó un rescate de la funcionalidad añadiendo Gal-4 recombinante (25µg/ml; rGal-4). A) 72 horas 
tras la transfección, las células se fijaron y se marcaron con anti-Gal-4 (rojo). Después se 
permeabilizaron, y se marcaron con anti-acetil-α-tubulina (azul). Las neuronas transfectadas con el 
siRNA presentaron una disminución en el grado de marcaje de Gal-4 y axones más cortos (imágenes 
superiores, flechas) en comparación a los controles (imágenes centrales y puntas de flecha en las 
superiores). La presencia de rGal-4 devolvió la longitud axonal a los valores control (paneles 
inferiores)  B) Las neuronas positivas para GFP se separaron y se recogieron por citometría de flujo, y 
se analizaron por WB. Las células transfectadas con el siRNA-hG4 expresaron bajos niveles de Gal-4, 
en comparación con los extractos totales de neuronas transfectadas con UNCsiRNA o los controles 
(ET Control). Se muestra la expresión de tubulina (Tub.) como control de carga. Se realizó una 
cuantificación por densitometría de la señal de Gal-4 con respecto al control. C) Se cuantificó la 
longitud axonal siguiendo el protocolo descrito anteriormente, eligiendo células GFP positivas con un 
promedio de pérdida de intensidad de señal de Gal-4 de al menos un 30% con respecto a los 
controles para considerarlas interferidas. El gráfico de barras muestra la longitud media de axones y 
dendritas en neuronas transfectadas con siRNA-hG4 y UNCsiRNA, en presencia o ausencia de rGal-4. 
Los axones de las neuronas interferidas resultaron ser significativamente más cortos que los 
controles, recuperando su longitud con la adición de rGal-4. No se encontró efecto alguno en otras 
neuritas. Valores media ± d.s., N=4 experimentos (30 células por experimento), * p <0,0001. Barras 




Durante la realización de este modelo experimental, hubo que tener en cuenta que la 
señal  en tractos de la galectina sobre la membrana del axón, podría deberse a la adhesión 
directa de la Gal-4 incorporada al medio de cultivo y no a la lectina endógena de la neurona. 
Para corroborar este supuesto, se realizaron una serie de experimentos preliminares para 
estudiar si la Gal-4 estaba siendo endocitada por las células. En primer lugar, se realizaron 
experimentos de endocitosis en neuronas tratadas con Gal-4 conjugada con el fluoróforo FITC 
(Gal-4-FITC) y fijadas a distintos tiempos. Durante las primeras 2 horas posteriores a la 
endocitosis, la Gal-4-FITC se situó de forma perinuclear coincidiendo con los endosomas de 
reciclaje marcados con anticuerpo anti-Rab11 (proteína específica de este tipo de vesículas), 
(figura 35A, 10 minutos y 2 horas). A partir de 4 hiv, la Gal-4-FITC co-localizó con la L1 en la 
membrana axonal sugiriendo que, al menos en parte, la Gal-4 endocitada estaba alcanzando la 
membrana junto con la L1 (figura 35A, 4 horas, flechas). En un segundo experimento, se 
comprobó si la galectina podía ser endocitada también por el soma celular, pre-incubando las 
neuronas con Gal-4-FITC antes de su siembra. Tras 48 horas de cultivo in vitro, se comprobó que 
la Gal-4 co-localizaba con la señal de FITC en varios segmentos a lo largo del axón, lo que nos 
hace suponer que la galectina endocitada estaba siendo incorporada al tráfico vesicular y 
viajando a lo largo del axón para situarse en zonas restringidas de la membrana (figura 35B, 
flechas).  
Con estos resultados no podemos descartar que durante los experimentos de rescate en 
los que las células se incuban de forma continua con la Gal-4 recombinante, parte de ésta esté 
siendo incorporada directamente en la membrana, o que algún sistema de reciclaje local pueda 
estar capturando la galectina e incorporándola a la membrana axonal. Lo que si podemos 
concluir, es que la síntesis de Gal-4 es necesaria para un desarrollo axonal normal, y que su 






Figura 35. La Gal-4 exógena se incorpora al tráfico vesicular de la neurona, y viaja a lo largo del 
axón hasta zonas restringidas de la membrana. A) Neuronas de 24 hiv se incubaron con Gal-4 
conjugada con FITC (Gal-4-FITC, ver epígrafe 4.1 de materiales y métodos) para después, bien 
fijarlas a distintos tiempos y marcarlas con  anticuerpo α-Rab11 (rojo), o bien incubarlas durante 
una hora a 12°C con anticuerpo anti-L1 (rojo) en un medio tamponado, después con su 
correspondiente secundario conjugados con fluoróforo para inducir el agrupamiento del primario 
sobre la membrana axonal (co-patching), y finalmente fijadas. Gal-4-FITC fue endocitada y 
localizada en los endosomas de reciclaje situados región perinuclear en el comienzo del 
experimento (10 minutos a 2 horas). A partir de las 4 horas, la Gal-4-FITC comenzó a co-localizar 
con los agregados de L1 (flechas). Parte de la Gal-4 endocitada está alcanzando la membrana 
axonal junto con la L1. B) Neuronas en suspensión se incubaron con Gal-4-FITC (ver materiales y 
métodos), comprobándose que la Gal-4 exógena está siendo endocitada por el cuerpo celular. 
Tras 48 horas de cultivo, Gal-4 comienza a co-localizar con la señal de FITC en los axones (flechas), 













11. El marcaje axonal de la galectina-4 se pierde por inhibición metabólica del proceso de 
sulfatación. 
Gal-4 presenta alta especificidad de unión a los sulfátidos de la membrana, 
glicoesfingolípidos sulfatados asociados a los rafts de membrana (Hansen et al 2001, Ideo et al 
2005, Delacour et al 2005).  
Teniendo en cuenta este hecho, estudiamos la posible existencia de una vinculación 
entre Gal-4 y los sulfátidos de membrana como elemento participante en esta peculiar 
distribución axonal. Para ello se inhibió el metabolismo del sulfato incubando los cultivos de 
neuronas con clorato de sodio (NaClO3) (Baeuerle & Huttner 1986, Garcia et al 2007), compuesto 
que bloquea el proceso de formación del agente donador de grupos sulfato PAPS (3’-
fosfoadenosin-5’-fosfosulfato), consiguiendo una reducción de la sulfatación hasta un 32 ± 3% 
con respecto a los niveles de las neuronas no tratadas (figura 36B).  
El marcaje de la galectina en neuronas tratadas con NaClO3 y permeabilizadas después 
de la fijación, no presentó ninguna modificación notable con respecto a los las células control no 
tratadas con el compuesto, y apareció con la misma distribución homogénea por el axón, soma y 
dendritas que ya habíamos descrito anteriormente (figura 36A, paneles inferiores, puntas de 
flecha y flechas para señalar axón y dendritas respectivamente), mostrando que el tratamiento 
no está afectando a la biosíntesis de la lectina. Sin embargo, cuando se prescindió de la 
permeabilización de la membrana, el marcaje axonal de Gal-4 prácticamente desapareció en las 
neuronas que habían sido tratadas con NaClO3 (figura 36A, paneles superiores, flechas). Estos 
resultados indican que la presencia de la galectina en la membrana axonal es dependiente de 
que el proceso de sulfatación se lleve a cabo correctamente, permitiendo una correcta 







Figura 36. La inhibición metabólica de la sulfatación afecta a la distribución de Gal-4 en la 
membrana axonal. A) A un cultivo de neuronas hipocampales de 24 hiv, se incorporó el inhibidor 
metabólico de la sulfatación clorato de sodio (NaClO3, 75 mM), y se dejó actuar 48 horas. 
Después, las neuronas se fijaron y se marcaron con anticuerpo Gal-4 (verde) y con faloidina para 
marcar F-actina (rojo) en condiciones de permeabilización con Triton X-100 o de no 
permeabilización. Se usaron en paralelo cultivos de neuronas no tratadas como controles. En las 
áreas enmarcadas en las imágenes de la izquierda y mostradas con mayor detalle en las de la 
derecha, comprobamos que el tratamiento con NaClO3 conlleva una pérdida de la distribución 
axonal de Gal-4. Las flechas y puntas de flecha señalan axones y dendritas respectivamente. 
Barras de escala: 25 µm. B) Se extrajeron lípidos de las neuronas tratadas con NaClO3, se 
separaron mediante una TLC (ver epígrafe 4.2 de materiales y métodos). En el panel de la derecha 
se muestran los resultados de 2 muestras de 2 experimentos diferentes (N=3 experimentos). El 
gráfico de la derecha muestra la cuantificación por densitometría de la señal de sulfátidos con 
respecto los estándares (Est.). El tratamiento inhibe la expresión de sulfátidos en cultivos de 




Se ha comprobado recientemente, que Gal-4 también se une con gran afinidad al 
colesterol 3-sulfato (Ideo et al 2007), otra molécula sulfatada que como ya se ha comentado, es 
un componente principal de las balsas lipídicas de membrana a las que se viene asociando la 
galectina. Por este motivo, se planteó la idea de que reduciendo la presencia de este lípido en la 
membrana neuronal, y perturbando por tanto la estructura de las balsas lipídicas, se podría 
afectar a la distribución axonal de Gal-4.  
Para comprobar este hecho, se extrajo colesterol de la membrana de las neuronas  
mediante una incubación con metil-β-ciclodextrina (MβC) en condiciones que, como ya se ha 
estudiado previamente (Abad-Rodriguez et al 2004), se extrae en torno al 30% del total de 
colesterol de las membranas de las neuronas, y altera la organización de los rafts. El resultado de 
este experimento muestra que la incubación con MβC en condiciones no induce modificación 
alguna del marcaje axonal de Gal-4, que sigue apareciendo distribuido en tractos discretos de la 
misma forma en que lo hace en los cultivos control sin tratamiento (figura 37, flechas).  
Este hecho sugiere que la distribución de la Gal-4 axonal, no requiere la unión al 
colesterol de la membrana, y que es independiente del contenido total de esta molécula en las 
balsas lipídicas, incluyendo la variable sulfatada o colesterol 3-sulfato, que también es extraída 
por la MβC en la misma proporción que el resto de colesterol (Visconti et al 1999). Este dato se 
correlaciona además con recientes publicaciones en las que se comprobó que Gal-4 se asocia a 
microdominios de membrana libres de colesterol (Hansen et al 2001). 
 
Figura 37. La extracción parcial del colesterol de la membrana neuronal no afecta a la 
distribución axonal de Gal-4. Se cultivaron neuronas hipocampales durante 48 horas, y después, 
durante 24 horas más en presencia de metil-β-ciclodextrina (MβC, 500 mM), compuesto que 
extrae parcialmente el colesterol de las membranas. Las neuronas fueron después fijadas y 
marcadas en condiciones de no permeabilización con anticuerpo anti-Gal-4 (verde) y Faloidina 
para ver filamentos de actina (rojo). Las áreas enmarcadas de las imagines de la izquierda, se 
muestran con mayor detalle en las de la derecha, donde se señala con flechas el marcaje 





12. La distribución axonal de galectina-4 requiere de un citoesqueleto de tubulina intacto. 
En las células epiteliales intestinales, la interacción entre Gal-4 y los sulfátidos de 
membrana se ha propuesto que pudiera tener un papel funcional en la agrupación de las balsas 
lipídicas para la fusión apical de las glicoproteínas de vesículas de transporte post-Golgi (Stechly 
et al 2009, Delacour et al 2005). El hecho de que las vesículas se muevan hacia los dominios 
diana a lo largo de las estructuras del citoesqueleto (Weisz & Rodriguez-Boulan 2009), nos hizo 
plantear la hipótesis de que el citoesqueleto podría estar jugando un papel relevante en la 
distribución axonal de Gal-4.  
 
Para abordar esta cuestión, se incubaron durante dos horas cultivos de neuronas 
desarrolladas con drogas que despolimerizan el citoesqueleto: la lantrunculina, que actúa sobre 
la polimerización del citoesqueleto de actina, y el nocodazol, que lo hace sobre la polimerización 
de microtúbulos. Comprobamos el efecto de las drogas viendo que las neuronas tratadas con 
lantrunculina mostraban microtúbulos intactos mediante un marcaje específico para α-tubulina 
acetilada, y las tratadas con nocodazol no mostraban alteraciones de los filamentos de actina 
marcados con faloidina conjugada con Texas-red. 
La despolimerización de los filamentos de actina bajo el tratamiento con lantrunculina, 
no influyó especialmente en la señal axonal de Gal-4 comparado con las células control no 
tratadas (figura 38A, flechas), lo que sugería que la localización axonal de la galectina no 
depende de la polimerización subcortical de F-actina. Por el contrario, en aquellas células que 
sufrieron despolimerización de los filamentos de tubulina a causa del tratamiento con 
nocodazol, el marcaje en tractos axonales resultó ser indetectable en las neuronas tratadas 
(figura 38B, puntas de flecha), y no en las neuronas control (figura 38B, flechas).  
Estos resultados indicaban, en concordancia con los estudios sobre las células epiteliales 
polarizadas, que la localización de Gal-4 en la membrana axonal requiere que los microtúbulos 
estén intactos para poder llegar a sus lugares específicos, y es independiente del estado de la F-
actina subcortical. Todo esto sugiere que la Gal-4 pudiera estar siendo transportada a estas 






Figura 38. La correcta estructura del citoesqueleto de tubulina es imprescindible para la 
distribución de membrana de Gal-4.  A,B) Neuronas hipocampales de 72 hiv, se incubaron 
durante 2 horas con dos tipos de drogas que causan alteraciones en el citoesqueleto: 
lantrunculina (2.5 µM) que inhibe la polimerización de filamentos de actina (A), y nocodazol (7 
µM) que inhibe la polimerización de microtúbulos (B). Las neuronas fueron después fijadas y 
marcadas en condiciones de no permeabilización con anticuerpos anti-Gal-4 (verde) y anti-acetil-
α-tubulina en el primer caso, o Faloidina para ver filamentos de actina en el segundo (ambos en 
rojo). Las áreas enmarcadas de las imagines de la izquierda, se muestran con mayor detalle en las 
de la derecha, donde se señala con flechas el marcaje axonal característico de Gal-4 resultante 
con el tratamiento con lantrunculina, y con puntas de flecha las regiones donde se pierde la señal 





13. La galectina-4 interacciona con L1, y su reducción previene la formación de agregados de 
L1 sobre la membrana axonal. 
Como ya se comprobó, la disminución de la producción de Gal-4 endógena por parte de 
las neuronas, conllevó un enlentecimiento en su crecimiento axonal, además de cambios en la 
distribución particular de la galectina sobre la membrana del axón. Esto sugirió que Gal-4 podría 
estar influyendo sobre la elongación axonal, interaccionando y modulando la actividad de 
moléculas implicadas en el crecimiento de los axones, las cuales estarían presentes en la 
superficie de los mismos. 
Se ha descrito que Gal-4 es responsable de la selección de distintas glicoproteínas por la 
unión a sus N-glicanos característicos. Esto permite su transporte polarizado específico hacia el 




Teniendo en cuenta este dato, planteamos la posibilidad de que un mecanismo similar pudiera 
estar mediando el posicionamiento de glicoproteínas en la superficie de la membrana plasmática 
del axón. Por este motivo, seleccionamos la proteína de membrana N-glicosilada NCAM-L1 como 
posible candidato para estudiar este modelo de transporte. 
 
Para comenzar, se comprobó la interacción entre Gal-4 y L1. De forma similar a los 
experimentos de co-localización empleados en el estudio de la Gal-3, incubamos células vivas 
con anticuerpos anti-Gal-4 y anti-NCAM-L1, seguido de otra incubación con los respectivos 
anticuerpos secundarios fluorescentes (Abad-Rodriguez et al 2004). Este experimento resultó en 
una notable cantidad de agregados de Gal-4 que co-localizaban con los de la L1 (figura 39A, 
punteado color amarillo), sugiriendo la existencia de una interacción entre ambas moléculas. 
Además, dichos agregados en co-localización se presentaron siguiendo el mismo patrón de la 
Gal-4, en tractos discontinuos (figura 39B).  
Para comprobar la veracidad de esta supuesta interacción entre Gal-4 y  los N-glicanos 
de la proteína L1, se cultivaron células PC12 y se trataron con un inhibidor de la α-manosidasa I, 
la deoxymannojirimycin (DMJ). Este compuesto es capaz de bloquear la formación de N-glicanos 
complejos con terminales del tipo LacNAc, que son reconocidos por la Gal-4. Para preservar las 
interacciones entre proteínas durante el proceso de extracción, se recurrió de nuevo al reactivo 
de entrecruzamiento reversible DSP (ver sección de materiales y métodos). Los WB con anti-Gal-
4 mostraron la presencia de la lectina en los inmunoprecipitados con anticuerpo anti-L1 (figura 
39C, IP L1, WB Gal-4). Además, el tratamiento con DMJ redujo de forma importante la cantidad 
de Gal-4 co-inmunoprecipitada (figura 39C, IP L1 +DMJ, WB Gal-4).  
Para reforzar estos resultados, se realizó el experimento inverso, es decir, se 
inmunoprecipitó con anti-Gal-4 mediante el mismo procedimiento de entrecruzamiento de 
antes, y se realizó un WB con anti-L1. Como era de esperar, L1 también co-inmunoprecipitó con 
Gal4 (figura 39C, IP Gal-4, WB L1), y una vez más, el tratamiento con DMJ revirtió este efecto 
(figura 39C, IP Gal-4 +DMJ, WB L1). 
Este experimento reveló que Gal-4 y L1 forman complejos, y que el hecho de inhibir a la 
enzima α-manosidasa I con el DMJ afecta esta interacción, indicando que los terminales LacNAc 






Figura 39. Gal-4 interacciona con L1 en la membrana axonal. A, B)  Neuronas de 72 horas se 
incubaron durante una hora a 12°C con una mezcla de anticuerpos anti-Gal-4 (verde) y anti-L1 
(rojo) en un medio tamponado. Después, se incubaron con los correspondientes secundarios 
conjugados con fluoróforos para inducir el agrupamiento de los primarios sobre la membrana 
axonal. Los resultados muestran una gran cantidad de agregados de Gal-4 sobre el axón, de los 
cuales, muchos coinciden con los agregados de L1 (A, puntas de flecha). Se puede apreciar que la 
distribución espacial de los agregados que co-localizan, coinciden con el patrón de distribución en 
tractos distribuidos a lo largo del axón. Barras de escala: 25 μm. C) PC12 cultivadas en ausencia o 
presencia de 1-deoxymannojirimycin (DMJ) fueron tratadas con el reactivo de entrecruzamiento 
DSP de la misma forma en que se hizo en experimentos anteriores. Una vez hechos los extractos 
celulares (ET), se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-L1 o anti-Gal-4, y después, se 
realizaron sendos WBs con anti-Gal-4 y anti-L1 respectivamente. Se comprobó que L1 co-
inmunoprecipitó Gal-4 mucho más en células no tratadas con el inhibidor de la glucosidación (IP 
L1) que en las células tratadas (IP L1 + DMJ). El experimento inverso resultó coherente con el 
primero, ya que Gal-4 también co-inmunoprecipitó L1 en las células control (IP Gal-4) de una 
forma mucho más notable que en las células tratadas (IP Gal-4 + DMJ). 
 
El hecho de que la formación de agregados de L1 en la membrana axonal sea un 
requisito para la inducción de la elongación de esta parte de la neurona (Nakai & Kamiguchi 
2002), junto con nuestras evidencias de que Gal-4 se une a la L1 en la membrana de los axones y 
que su interferencia conlleva una disminución en el crecimiento axonal, nos planteamos 
comprobar si la forma de agregación de L1 sobre la membrana podría verse modificada en 
ausencia de Gal-4. Para comprobarlo utilizamos la técnica de co-patching con anticuerpo anti-L1 
y su correspondiente secundario, sobre neuronas previamente nucleofectadas con siRNA-hG4 o 
con UNCsiRNA como control. Una vez incubadas las células con los anticuerpos, fueron fijadas y 
marcadas mediante inmunocitoquímica normal para α-tubulina acetilada. En el caso de las 




difusa a lo largo del axón (figura 40A, siRNA-hG4, flechas), mientras que en las neuronas control 
transfectadas con UNCsiRNA, L1 pareció ser más abundante (figura 40B, grafico superior), 
presentó una formación de agregados significativamente mayores que los del control (figura 
40B, gráfico inferior), y se mostró más distribuida sobre los axones y agrupada en zonas muy 
restringidas de la membrana (figura 40A, UNCsiRNA, flechas). 
Teniendo en cuenta que la interferencia en la biosíntesis de Gal-4 no modificó 
significativamente los niveles de expresión de L1 (figura 40C, panel superior), los resultados 
indicaron que la presencia de una mínima cantidad de Gal-4 es necesaria para la correcta unión y 
agregación de L1 sobre la membrana neuronal, y que esta interacción está mediada por la unión 
de la galectina a los terminales LacNAc de los N-glicanos de la proteína L1. 
 
Figura 40. La disminución en la expresión de Gal-4 modifica la distribución de L1 en la 
membrana axonal. A)  Neuronas nucleofectadas con siRNA-hG4 o UNCsiRNA se trataron como en 
la Figura 39 para comprobar la capacidad de agregación de la proteína L1 (rojo) en la membrana 
axonal. Una vez fijadas, se marcaron por inmunocitoquímica con anti-acetil-α-tubulina (azul). 
Tomando el GFP como control de transfección, comprobamos que los agregados de L1 en los 
axones de los controles UNCsiRNA, paneles de la derecha, flechas) estaban delimitados a ciertas 
regiones, mientras que las células interferidas presentaron los agregados más dispersos (siRNA-
hG4, paneles de la derecha, flechas). B) Para el estudio cuantitativo de los agregados de L1, 
usando el programa Image J, se separó el canal de la proteína, se marcó un umbral intensidad 
mínima para imponer un límite de tamaño mínimo a los agregados y se cuantificó del porcentaje 
de agregados repartidos por el axón con respecto al total de agregados en la célula (gráfico 
superior). También se analizó el tamaño medio de los agregados (gráfico inferior). Valores media 
± d.s., N=3 experimentos (10 campos por experimento), * p <0,05. Barra de escala: 25 μm. C) Tras 
un extenso lavado, se volvió a incubar el WB presentado en la Figura 22 con anticuerpo anti-L1, y 




14. La inhibición del proceso de N-glicosilación de L1 afecta a la distribución de la proteína, 
pero no a la distribución segmentada de la galectina-4 sobre la membrana axonal. 
Con todos los resultados obtenidos hasta este momento, planteamos la posibilidad de 
que tanto la disminución de la síntesis de Gal-4 como la perturbación de la N-glicosilación de L1 
podrían interferir en la correcta disposición de L1 a nivel de la membrana axonal, impidiendo por 
tanto su correcto funcionamiento y modificando la localización en el axón de la galectina. Sin 
embargo, en este segundo supuesto la disposición de la galectina no se vio afectada; de hecho, 
las neuronas tratadas con el inhibidor de la N-glicosilación DMJ mostraron el típico marcaje 
segmentado de Gal-4 a lo largo del axón (figura 41A, DMJ, flechas), sin prácticamente diferencias 
respecto a las neuronas control (figura 41A, Control, flechas). 
Por el contrario, el tratamiento con DMJ sí redujo significativamente el número de 
agregados de L1 en las células tratadas (figura 41C, DMJ), que además presentó una disposición 
mucho más dispersa a lo largo del axón (figura 41B, DMJ, flechas), en comparación con los 
controles, que, una vez más, presentaron una abundancia y distribución axonal de L1 en 
regiones concretas de la membrana (figura 41B, Control, flechas). 
 
Un efecto similar se consiguió al inhibir metabólicamente el proceso de sulfatación con 
clorato de sodio.  Los agregados de L1 parecieron dispersarse a lo largo de todo el axón (figura 
41B, NaClO3, flechas) y reducir significativamente su presencia (figura 41C, NaClO3). 
En este caso, como ya se mostró anteriormente, la distribución normal de Gal-4 si se 
encuentra afectada (Figura 36, células no permeabilizadas). Añadiendo este dato al hecho de 
que aún con una disposición normal de Gal-4 en la membrana axonal, la alteración del proceso 
de N-glicosilación sobre L1 impedía que esta proteína se localizara normalmente en la 
membrana, pudimos deducir que la unión de Gal-4 a sulfátidos y a los terminales LacNAc de los 
N-glicanos de la L1 son dos interacciones imprescindibles para la correcta disposición y función 






Figura 41. La reducción en el número de terminales LacNAc en los N-glicanos reduce la 
capacidad de reagrupamiento de L1 sobre la membrana axonal pero no de Gal-4, mientras que 
la inhibición de la sulfatación afecta a ambos procesos. A) Neuronas hipocampales con y sin 
tratamiento con DMJ fueron marcadas con anticuerpos anti-Gal-4 (verde) y anti-acetil-α-tubulina 
(verde). Las imágenes de la derecha muestran en detalle los segmentos de Gal-4 a lo largo del 
axón, donde apreciamos que no se vieron afectados por el tratamiento. B) Células control y 
tratadas con DMJ o con NaClO3 fueron procesadas como en experimentos anteriores para ver los 
agregados de L1 sobre la membrana axonal. Después fueron fijadas y marcadas con anti-acetil-α-
tubulina (azul). Las imagines de la derecha muestran con detalle cómo los agregados de L1 en las 
células control aparecieron agrupados en zonas puntuales de la membrana (paneles control, 
flechas), mientras que en las neuronas tratadas los agregados resultaron menos abundantes y 
más dispersos a lo largo del axón (paneles DMJ y NaClO3, flechas). Barras de escala: 25 μm. C) Se 
cuantificó el porcentaje de agregados que se pueden contar por axón en los anteriores cultivos 
siguiendo el mismo protocolo descrito en la Figura 27. Valores media ± d.s., N=3 experimentos 





























Las glicoproteínas de las neuronas juegan un papel fundamental durante procesos 
importantes como la diferenciación. Para lograrlo, se basan en la formación de interacciones 
homofílicas, y en el reconocimiento por parte de otras lectinas endógenas de las cadenas de 
glicanos específicas de cada glicoproteína. Estas interacciones cuentan con una gran versatilidad 
gracias a que cada ramificación de cada glicano presenta unos epítopos específicos (Rüdiger & 
Gabius 2009), y este es el origen de la especificidad de las lectinas para desencadenar procesos 
de señalización muy concretos.  
Las modificaciones post-transduccionales de estos efectores, en nuestro caso las 
galectinas, podrían estar actuando como un interruptor para modular su bioactividad. En el 
presente trabajo, presentamos una primera evidencia de que existe una modulación de la 
función extracelular de la Gal-3 mediada por la fosforilación de esta proteína, usando como 
modelo cultivos de neuronas hipocampales. 
Es conocido que los efectos celulares provocados por las galectinas, dependen de cómo 
éstas sean presentadas a la superficie celular. Trabajos previos han mostrado como una 
galectina prototipo, como es el caso de la galectina-16 de pollo, es capaz de acelerar el 
crecimiento de los axones in vitro ya sea presentada en solución como en sustrato, mientras que 
puede provocar efectos totalmente opuestos en neuritogénesis en cualquiera de los dos modos 
de presentación (Kopitz et al 2004). Por el contrario, la galectina de tipo quimera Gal-3 unida a 
fibronectina de la superficie de las células tumorales, favorece la interacción y el 
reagrupamiento de integrinas mediado por su unión a carbohidratos, regulando así la adhesión 
local de la célula (Goetz et al 2008). En este contexto, nuestros resultados han mostrado que la 
Gal-3 induce la ramificación o el crecimiento axonal únicamente cuando la proteína es 
presentada como un sustrato sobre la superficie de crecimiento, o cuando se presenta formando 
complejos con un componente de la MEC como es el HS (figura 17). Esto sugiere que la 
exposición de las neuronas a los complejos Gal-3-HS podría parecerse a la situación que la célula 
va a encontrar in vivo, donde la interacción de las diferentes formas de la Gal-3 con los 
componentes de la MEC, puede estabilizar y/o disponer a la lectina de una forma muy concreta 
para que participe en las interacciones entre proteínas y carbohidratos o entre varias proteínas 
(Gabius 2006, Smetana et al 2006, Gabius 2008, Smetana et al 2006). Por otro lado, la rotura 
proteolítica irreversible de la galectina tiene capacidad de revertir esta actividad de la pGal-3, 
presentándose como una nueva dimensión de regulación de esta actividad fisiológica regulada 
por enzimas MMP-2 y MMP-9 de la MEC. De hecho, este último caso ha sido empleado como 




de diferenciación terminal de los condrocitos (Ortega et al 2005, Nangia-Makker et al 2007, Lohr 
et al 2008). 
 
Muchas glicoproteínas son candidatos a presentarse como receptores para galectinas en 
la superficie celular. Es conocido que la neuropilina-1, receptor de la semaphorina 3A (proteína 
que interviene en los procesos de orientación de las células nerviosas), regula la ramificación 
dendrítica (Morita et al 2006). Recientemente se ha identificado una glicoforma específica de 
neuropilina-1, que es ligando de la Gal-1 (Hsieh et al 2008). Teniendo en cuenta que tanto Gal-1 
como Gal-3 comparten  afinidades por su unión a determinados tipos de β-galactósidos, 
incluyendo gangliósidos como el GM1 y N-glicanos (Hirabayashi et al 2002, Ahmad et al 2004b, 
Andre et al 2005, Dam et al 2005), se postuló que la neuropilina-1 pudiera ser un candidato apto 
para mediar la inducción de la ramificación originada por la forma fosforilada de la Gal-3. Sin 
embargo, nuestros resultados no han determinado que exista interacción alguna entre pGal-3 y 
neuropilina-1 (figura 21A). Resultados similares se obtuvieron para la Integrina- β1 (figura 21A), 
cuyos glicanos también pueden interactuar con galectinas, y se ha comprobado que también 
participa en procesos de ramificación y mantenimiento de dendritas (Poinat et al 2002, Becker et 
al 2003, Moresco et al 2005, Goetz et al 2008). 
En contraste con la Neuropilina-1 y la Integrina-β1, que son de expresión más tardía, la 
glicoproteína NCAM-L1 se localiza en los axones desde el principio de la diferenciación de la 
neurona (van den Pol & Kim 1993). Además, se ha comprobado que la reagrupación de L1 
mediante interacciones homofílicas, induce un fenotipo axonal muy ramificado (Dickson et al 
2002), que recuerda al fenotipo desencadenado por la unión de la pGal-3 (figura 20). Sin 
embargo, aunque se sabe que la reactividad de la galectina con la L1 parece ser débil 
(Probstmeier et al 1995), teniendo en cuenta que la glicosilación está sujeta a una regulación 
sutil y dinámica que puede influir en la fuerza con la que se producen los contactos moleculares, 
hemos investigado este tipo de interacción en neuronas. Para ello, se inmunoprecipitaron ambas 
proteínas con anticuerpo anti-Gal-3, incorporando previamente una molécula de 
entrecruzamiento reversible capaz de formar puentes disulfuro entre las proteínas que 
interaccionan. Con este sistema, hemos detectado co-inmunoprecipitación entre ambas 
proteínas (figura 21A), y además, que la interacción de pGal-3 con L1 es mayor que la interacción 
de Gal-3 con esta misma proteína. Este último dato fue corroborado haciendo una 




El crecimiento axonal mediado por las interacciones homofílicas de L1, depende de la 
asociación de esta proteína con las balsas lipídicas de membrana en los conos de crecimiento. 
Esto se comprobó marcando el gangliósido de membrana GM1 mediante un ensayo de micro-
CALI, que consiste en un láser de inactivación acoplado a un cromóforo. Al inactivar GM1, se 
paraliza el proceso de elongación axonal haciendo que los conos de crecimiento se sometan a un 
cambio drástico de morfología, pasando de formar lamelipodios a formar filopodios. Lo que 
ocurre en este sistema, es que la perturbación del cono de crecimiento induce una modificación 
en la composición lipídica y proteica de la membrana, impidiéndose la correcta estabilización de 
los dominios de presentación de L1 y, por tanto, la correcta regulación de señales de crecimiento 
mediadas por dicha proteína. Este hecho, favorece por tanto la formación de filopiodios en el 
cono de crecimiento (Nakai & Kamiguchi 2002). 
Un dato a tener en cuenta dentro de este estudio, es que la inmunoreactividad de Thy-1, 
una proteína anclada a GPI y asociada a rafts de membrana (Ledesma et al 1998), no se ve 
afectada durante el marcaje de GM1 por micro-CALI. De acuerdo a este mecanismo, nuestros 
resultados indican que la interacción de la pGal-3-HS con la proteína L1, pudiera estar 
relacionada con las balsas lipídicas de membrana ricas en Thy-1 (figura 22). Siguiendo esta 
hipótesis, comprobamos la expresión de la forma dominante negativa de L1, cuya señalización 
se encuentra interrumpida, previenen los efectos de la pGal-3-HS sobre la neurona (figura 28). 
Además, se obtiene un resultado similar con la perturbación de la formación de las balsas 
lipídicas de membrana por extracción parcial de colesterol con MβC (figura 28).  
El enriquecimiento de L1 en estas zonas restringidas de la membrana, crea una 
plataforma estable donde las proteínas ERM son reclutadas y ancladas por el dominio 
intracelular de la glicoproteína (figuras 24 y 27). ERM a su vez ancla los filamentos de actina bajo 
esas zonas de la membrana, permitiendo al citoesqueleto de actina movilizarse para dar lugar a 






Figura 42. Modelo propuesto para la inducción de ramas locales promovido por pGal-3. Los 
componentes de la MEC presentan la pGal-3 a la membrana del axón en una disposición espacial 
óptima para favorecer su interacción con la L1. La región N-terminal fosforilada de la Gal-3 es 
esencial, lo que sugiere que esta zona es necesaria para el reconocimiento de carbohidratos por 
parte de la lectina. En consecuencia, L1 se ve desplazada hacia las balsas lipídicas de membrana 
ricas en Thy-1. La acumulación local de L1 dará lugar al reclutamiento de las proteínas ERM 
encargadas de conectar la actina con la membrana, creando una zona del citoesqueleto dinámica, 
que será punto de inicio de una nueva ramificación. 
 
En vivo, la formación de filopodios de tipo exploratorio y de axones ramificados, son 
procesos asociados al desarrollo del nervio y, sobre todo, a la actividad neuroregenerativa tras 
una lesión. Dentro del sistema nervioso, Gal-3 se expresa, entre otros, por la activación de las 
células de Schwann tras una lesión (Reichert et al 1994) y por las células olfativas (Storan et al 
2004). Teniendo en cuenta que tanto el SNP como el sistema olfativo dentro del SNC muestran 
cierta capacidad de regeneración nerviosa, es tentador especular que la inducción de la 
expresión de Gal-3 asociada a axones de neuronas pueda correlacionarse con esta actividad 
regenerativa del sistema nervioso. Como sustento de esta idea, encontramos que ni los 
oligodendrocitos que mielinizan las neuronas, ni los astrocitos activados tras la lesión expresan 
Gal-3 (Kuklinski et al 2000), lo cual explica la falta de regeneración del SNC. La fosforilación de 
Gal-3 podría estar actuando como una señal de activación durante el proceso de regeneración 




En conclusión, comprobamos como la combinación estratégica de las modificaciones 
post-transduccionales de determinadas glicoproteínas, junto con la forma de presentación de la 
lectina por parte de otras moléculas de la MEC, podría explicar el nivel de especificidad de Gal-3 
en la regulación axonal. En particular, la presentación de la pGal-3 formando complejos con HS, 
induce el reclutamiento de L1 y activa la maquinaria de regulación del citoesqueleto basada en 
la interacción de ERM con zonas discretas de la membrana plasmática. Este mecanismo se 
llevaría a cabo en aquellos puntos donde sea necesaria la formación de una nueva rama.  
La distribución espacial de pGal-3 en la matriz extracelular, al menos en parte, puede 
determinar el grado de ramificación axonal y la posición en la que las ramas se distribuyen. Este 
mecanismo, alberga una parte de los procesos involucrados en el desarrollo del sistema 




La Gal-4 es una galectina perteneciente a la familia de repetición tipo tándem, 
caracterizadas por presentar 2 dominios CRD unidos entre si por un dominio de unión (linker). 
Estos dominios, aunque estructuralmente similares, varían en sus afinidades de unión a 
carbohidratos, hecho que permite a la lectina interconectar diferentes tipos de moléculas 
simultáneamente.  
La unión de galectinas a sulfátidos y a N-glicanos de distintas glicoproteínas en las células 
endoteliales, se ha presentado como un proceso esencial para el mantenimiento de la polaridad 
celular. Esta polaridad, entre otras funciones, permite regular el tráfico de proteínas hacia el 
lado apical de este tipo de células. De hecho, se ha comprobado que cuando estas células 
carecen de la Gal-4, presentan acumulaciones intracelulares de proteínas de la membrana, así 
como perdidas parciales de la localización apical de las mismas (Delacour et al 2005, Stechly et al 
2009).  
 
La polarización es uno de los principales procesos que acompañan a la maduración 
neuronal, y es un proceso que requiere de un transporte polarizado de material biológico, tanto 




indiferenciadas, como para mantener esta polaridad a lo largo del desarrollo y formar así una 
neurona funcional. 
 
Hasta hace poco, la detección de la expresión de Gal-4 en el sistema nervioso central se 
limitaba al sistema olfativo (Storan et al 2004), y en neuronas corticales y de los ganglios de la 
raíz dorsal (Wei et al 2007, Stancic et al 2012). Dada la importante presencia de sulfátidos en el 
sistema nervioso, resultó tentador postular que la Gal-4 podría tener una funcionalidad similar 
más allá de estos sistemas celulares. 
 
En este estudio, mostramos que las neuronas de hipocampo y corticales expresan Gal-4 
siguiendo dos patrones característicos y diferenciados (figuras 29 y 30): una expresión 
intracelular en común con otras galectinas que se distribuye homogéneamente a lo largo de 
toda la célula, detectable sólo bajo condiciones de permeabilización de la membrana, y un 
segundo patrón de presentación no observado previamente, en el que la Gal-4 se presenta como 
segmentos distribuidos a lo largo de la superficie axonal que sólo pueden ser observados bajo 
condiciones de no permeabilización de la membrana (figura 32). Este peculiar marcaje en la 
superficie de la membrana, en principio se puede sospechar que pueda deberse a la presencia 
de Gal-4 en el medio, originada a partir de fuentes exógenas tales como los astrocitos residuales 
típicamente presentes en los cultivos neuronales, ya que estos se sabe pueden sintetizar y 
segregar otros tipos de galectinas (como la Gal-1 y la Gal-3). Pero de acuerdo con anteriores 
resultados que mostraban que la expresión glial de Gal-4 es insignificante (Stancic et al 2012), se 
encontró que los astrocitos en cultivo no producen cantidades detectables de Gal-4, 
confirmando inequívocamente el origen neuronal de la galectina (figura 29).  
Más allá de la mera expresión en las neuronas, el curso temporal de la expresión de Gal-
4 indica que la galectina se ordena en la membrana axonal ya desde las primeras fases del 
desarrollo neuronal (figura 32). Este hecho apunta a que la galectina pudiera tener 
consecuencias funcionales para la formación y el crecimiento axonal. Esta hipótesis fue 
corroborada por el hecho de que las células transfectadas con un RNA de interferencia 
específico para Gal-4 (siRNA-hG4), con una expresión de dicha lectina drásticamente reducida, 
presentaron un retraso en su crecimiento normal, siendo además posible el rescate del fenotipo 





Hubo que tener en cuenta que esta reversión al fenotipo original por adición de Gal-4 al 
medio de cultivo, podría deberse no solo de la localización de la galectina endógena en la 
membrana axonal, sino que también podría ocurrir que la galectina se estuviera adhiriendo a sus 
ligandos de membrana de forma exógena. Para poner a punto las condiciones de estos estudios 
de reversión, se plantearon una serie de experimentos preliminares. En primer lugar, para estar 
seguros de que la Gal-4 exógena estaba siendo incorporada por las neuronas en cultivo, se hizo 
una breve incubación con la Gal-4 recombinante conjugada con el fluoróforo FITC, y 
posteriormente las células fueron fijadas a distintos tiempos. De esta forma comprobamos que 
la Gal-4-FITC estaba siendo endocitada y localizada, inicialmente, en la zona perinuclear 
coincidiendo con los endosomas de reciclaje (positivos para la proteína Rab11), y 
posteriormente (a partir de las 4 horas desde la endocitosis), comenzó a aparecer señal del FITC 
en forma de tractos discretos sobre la membrana axonal, co-localizando además con la proteína 
L1 (figura 35A). Estos resultados muestran que, al menos en parte, la Gal-4 estaba siendo 
endocitada y reconducida a la membrana axonal junto con la L1 (figura 35A, flechas). En una 
segunda tanda de experimentos, se incubaron las neuronas en suspensión, antes de su siembra 
en placas de cultivo, con la Gal-4-FITC. Transcurridas 48 hiv, comenzó a apreciarse de nuevo el 
marcaje de FITC en tractos, indicando que la lectina ha sido correctamente endocitada por los 
cuerpos celulares, y posteriormente transportada a lo largo del axón hasta alcanzar su situación 
en la membrana axonal (figura 35B, flechas).  
A la vista de estos resultados no podemos asegurar en los experimentos de reversión, en 
los que la Gal-4 recombinante se presenta en el cultivo de forma continuada durante 48 horas, 
que parte de esta proteína no esté interaccionando directamente con sus ligandos de membrana 
de forma exógena o esté entrando en el axón por un mecanismo de reciclaje local. Sin embargo, 
en vista de los resultados obtenidos, sí que podemos afirmar que parte de la galectina 
endocitada está viajando a lo largo del axón hasta situarse en tractos localizados sobre la 
membrana axonal. 
 
Es bien sabido que el transporte vesicular depende de la correcta organización de los 
microtúbulos del citoesqueleto, y es necesario para que una gran cantidad de moléculas lleguen 
a su destino y permitan el correcto desarrollo y funcionamiento del axón (Witte & Bradke 2008, 
Witte et al 2008). Esto llevó a investigar si los microtúbulos podrían estar involucrados en la 
disposición de Gal-4 y, en efecto, el posicionamiento de Gal-4 requiere de una estructura intacta 




la membrana axonal en células tratadas con nocodazol, un agente depolimerizante de 
microtúbulos (figura 38). En contraste, la perturbación de la actina filamentosa con 
lantrunculina, no tiene efectos detectables sobre la presencia axonal de Gal-4, lo que sugiere 
que el citoesqueleto de actina no está esencialmente involucrado en la localización de Gal-4 
(figura 38). Era por tanto factible pensar, que la Gal-4 pudiera estar siendo transportada a lo 
largo de los microtúbulos axonales hacia sus sitios de unión en la membrana del axón, 
probablemente asociada a vesículas de transporte (figura 35). Este hecho concuerda con los 
antecedentes en los que se demostró que en células HT-29 (línea celular de adenocarcinoma de 
colon humano, capaces de expresar características de diferenciación propias de células 
intestinales maduras), Gal-4 es capaz de asociarse a vesículas de transporte con una gran 
afinidad de unión a sulfátidos insertados en balsas lipídicas de membrana por medio de una 
larga cadena  lipófila de ceramida. Es importante mencionar que dichas balsas lipídicas llegan a 
alcanzar una particular estabilidad debido a la actividad de Gal-4 como agente de interconexión 
molecular (Braccia et al 2003). La combinación de la capacidad de Gal-4 de interconectar 
carbohidratos, unida a su capacidad para seleccionar la carga, como ya se comprobó en el 
estudio de la clasificación de glicoproteínas apicales en varias células epiteliales intestinales 
(Delacour et al 2005, Morelle et al 2009, Stechly et al 2009), sugieren que la galectina pudiera 
estar participando en la clasificación de la selección de la carga y en su anclaje a la región de 
balsas lipídicas de la membrana vesicular. En concordancia con nuestra hipótesis de que un 
mecanismo similar pudiera estar operando en las neuronas, comprobamos que la inhibición 
metabólica de la sulfatación con NaClO3, un inhibidor de la formación del donante de grupos 
sulfato PAPS (Baeuerle & Huttner 1986, Garcia et al 2007), deslocaliza la Gal-4 de la membrana 
axonal, sin influir aparentemente en la producción de la galectina (figura 36).  Teniendo en 
cuenta que el tratamiento con el NaClO3 reduce la sulfatación tanto en proteínas como en 
lípidos, no podemos excluir la idea de que su efecto sobre la Gal-4 neuronal pudiera estar 
viéndose originado por los defectos en la sulfatación de proteínas. Sin embargo, Gal-4 muestra 
una baja afinidad por proteínas sulfatadas tales como heparán sulfato o condroitín sulfato, 
mientras que muestra una alta afinidad por la unión a sulfátidos.  
Por el contrario, la implicación de la Gal-4 en la unión de otros lípidos sulfatados típicos 
de las balsas lipídicas de membrana, como por ejemplo el colesterol-3-sulfato (Ideo et al 2007), 
fue descartada mediante la extracción parcial de colesterol de la membrana con MβC (Abad-
Rodriguez et al 2004, Diez-Revuelta et al 2010), que secuestra el colesterol-3-sulfato en la misma 
proporción que el colesterol no sulfatado (Visconti et al 1999). Este tratamiento no afectó a la 




sulfatada de los sulfátidos es importante para la localización axonal de la Gal-4 pero no para su 
biosíntesis.  
 
Si tenemos en cuenta la implicación de la Gal-4 en el transporte apical basado en balsas 
lipídicas de glicoproteínas en células epiteliales polarizadas, junto con la particular distribución 
de la lectina a lo largo de la membrana axonal, cabe pensar que un mecanismo similar al que 
subyace en las células epiteliales podría estar ocurriendo en las neuronas, es decir, podría haber 
una modulación por parte de la Gal-4 para localizar en zonas particulares diversas moléculas 
relacionadas con el desarrollo axonal. De ser así, esto explicaría además la influencia de la Gal-4 
en la elongación axonal.  
Dentro de este marco, L1 es una proteína que podría cumplir con muchos de los 
requisitos necesarios para comprobar esta hipótesis. Se sabe que L1 se sitúa en la membrana 
axonal, y determinadas modificaciones en su distribución, repercuten sobre la elongación axonal 
(Kleene et al 2001). Además, L1 es una proteína que presenta N-glicanos que como nosotros 
mismos comprobado anteriormente, son ligandos de unión para la Gal-3, y además sabemos que 
esta galectina comparte afinidad con la Gal-4 por la unión a terminales LacNAc, también 
presentes en N-glicanos (Diez-Revuelta et al 2010, Krzeminski et al 2011, Wu et al 2004). Por 
último, se ha comprobado que el bloqueo de la formación de N-glicanos que incluyan una región 
de tipo LacNAc inducida por el tratamiento con DMJ, tiene como resultado la deslocalización de 
la L1 de la membrana axonal (McFarlane et al 2000), efecto que recuerda al descrito 
anteriormente para el caso de las glicoproteínas apicales de células epiteliales (Delacour et al 
2005, Morelle et al 2009, Stechly et al 2009). 
Como se ha mostrado en el presente trabajo mediante co-localización de marcaje de 
anticuerpos sobre la superficie de neuronas vivas, la Gal-4 interacciona con L1 (figura 40A), y 
además ambos marcajes presentan la característica distribución en tractos discretos (figura 
40B). Esta interacción fue comprobada de la misma forma en que comprobamos la interacción 
de la L1 con la Gal-3, mediante co-inmunoprecipitación de ambas proteínas en presencia de una 
molécula de entrecruzamiento reversible (figura 40C). El significado funcional de esta interacción 
entre Gal-4 y L1, quedó patente al comprobar que la interferencia de neuronas para la 
producción de la Gal-4 endógena, se traducía en una reducción en el número de agregados de 
L1, que además, comenzaron a aparecer dispersos por todo el axón (figura 41), lo cual indica que 




dato además explica que las neuronas interferidas para la Gal-4 presenten un retardo en el 
crecimiento axonal (figura 34C). 
Para comprobar que la unión de la Gal-4 a L1 es dependiente del grado de N-glicosilación 
de esta última, se realizó de nuevo una inmunoprecipitación de las proteínas tras tratar las 
células con DMJ. La disminución en el grado de co-inmunoprecipitación entre ambas proteínas 
dejó patente que la disponibilidad de los N-glicanos de L1 es imprescindible para la correcta 
interacción de la proteína con la Gal-4 (figura 42B). Puesto que la interacción entre la Gal-4 y la 
L1 no parece ser dependiente de sulfátidos, los experimentos de inmunoprecipitación se 
llevaron a cabo en células PC12, una línea celular que no expresa estos esfingolípidos (Townson 
et al 2007). En este caso, tanto el tratamiento de las células con DMJ como con NaClO3, tuvieron 
como consecuencia una dispersión de la señal de la L1 a lo largo de la membrana axonal (figura 
42B), mientras que únicamente en el caso del tratamiento con DMJ, pareció no afectar a la 
distribución en tractos discontinuos de la Gal-4 (figura 42A). 
 
Resumimos por tanto que al igual que ocurría en el caso del transporte apical de 
glicoproteínas en las células HT-29 (Morelle et al 2009), la distribución espacial de los terminales 
LacNAc de los N-glicanos de determinadas glicoproteínas como la L1, los cuales interaccionan 
con la Gal-4, forman una plataforma bioquímica para la distribución de Gal-4 en la membrana 
axonal. Sin embargo, estas interacciones no son imprescindibles para el transporte de la 
galectina, hecho que sí depende de la biosíntesis de sulfátidos de membrana. Los estudios de 
inhibición llevados a cabo, muestran la relevancia de la doble especificidad de esta galectina por 
determinados glicolípidos y determinadas glicoproteínas.  
La localización de Gal-4 en dominios acotados de la membrana del axón mediante su 
unión a las balsas lipídicas sulfatadas de las vesículas de transporte asociadas a microtúbulos, 
supone un instrumento para la polarización de la glicoproteína axonal L1, y seguramente, para 
otras moléculas de este tipo. Esta ruta de transporte se basa en el anclaje de la carga de las 
vesículas por medio de uniones específicas de la Gal-4 a los N-glicanos de las glicoproteínas 
transportadas (modelo explicativo propuesto en la figura 43), coincidiendo con lo que ocurría en 
el transporte de glicoproteínas apicales asociadas a balsas lipídicas en células epiteliales 
polarizadas. Es por tanto razonable sugerir que el efecto de la Gal-4 sobre el crecimiento axonal 
se lleve a cabo mediante la modulación y organización de la distribución de glicoproteínas sobre 





Figura 43. Modelo propuesto para el transporte axonal y reagrupamiento de L1. 1) Gal-4, 
gracias a sus dos dominios CRD, conecta los terminales LacNAc de los N-glicanos de L1, con los 
sulfátidos presentes en las balsas lipídicas de membrana de las vesículas de transporte que 
provienen del aparato de Golgi. 2) La membrana se invagina manteniendo esas agrupaciones de 
Gal-4/L1 ancladas a las balsas lipídicas, e incorpora moléculas de transporte (como kinesinas). 3) 
Estas vesículas, viajan a lo largo del axón asociadas a los microtúbulos. 4) Una vez alcanzado su 
destino, se fusionan con la membrana axonal, 5) donde se incorporan estos agregados de Gal-
4/L1 asociados a las balsas de membrana, manteniendo la estructura con la que partieron. 
 
Además de la función antes mencionada de Gal-4 en la clasificación de glicoproteínas a 
nivel axonal, se pueden prever otras funciones para estos acúmulos de Gal-4 sobre la superficie 
axonal. Así por ejemplo, es tentador especular con la posibilidad de que Gal-4, presente en 
distintos segmentos de las vías axonales, pudiera estar participando en la regulación de la 
formación de la mielina axonal por parte de los oligodendrocitos (Wei et al 2007, Stancic et al 
2012), orientando el establecimiento y/o mantenimiento del contacto glial, con los sulfátidos 
como principales componentes de la mielina (Norton & Poduslo 1973). Podría estar acotando la 
agrupación de los canales de sodio en los paranodos de los axones mielinizados (Ishibashi et al 
2002), y mediando la formación y el mantenimiento de zonas de interacción de mielina con el 
axón. Estas y otras cuestiones conexas de posibles funciones axonales de Gal-4 son algunos de 




Por otro lado, en un contexto más amplio, teniendo en cuenta la funcionalidad de L1 en 
células tumorales, que se ve implicada en la regulación de la proteólisis intermembranal (Kiefel 
et al 2011), junto con el hecho de que Gal-4 se ha encontrado asociado a diversos tipos 
tumorales (Kiefel et al 2011, Kaltner & Gabius 2012), nuestro trabajo sobre la presentación de L1 
regulada por Gal-4 en la membrana plasmática puede servir de inspiración para abordar este 































De acuerdo con los objetivos propuestos, los resultados obtenidos a lo largo del 
presente trabajo nos permiten extraer las siguientes conclusiones: 
 
1. Las distintas formas de Gal-3 presentadas como soluto en cultivos de neuronas 
hipocampales de rata, no ejercen ningún efecto significativo sobre el crecimiento o la guía 
axonal. 
2. La Gal-3 fosforilada presentada bien como sustrato, bien formando complejos con 
componentes de la matriz extracelular, induce la ramificación axonal de una forma 
independiente de la unión a carbohidrato.  
3. La Gal-3 fosforilada interacciona con L1,  lo que induce el reagrupamiento de ésta en las 
balsas lipídicas de la membrana axonal y, mediante la interacción con su región 
citoplasmática, se reclutan en las mismas zonas las proteínas del complejo ERM. Éstas 
últimas conectan la membrana con los filamentos de actina permitiendo un 
reordenamiento local del citoesqueleto. Esta vía L1/ERM/actina es punto de partida para 
la creación de un nuevo punto de ramificación. 
4. Gal-4 se expresa en neuronas hipocampales y corticales de rata, y en ambos casos, 
presenta un marcaje de membrana en segmentos discontinuos distribuidos sin un patrón 
aparente.  
5. La administración exógena de Gal-4 no produce ningún efecto significativo en cultivos de 
neuronas del sistema nervioso central. 
6. La disminución en la expresión de Gal-4 en neuronas hipocampales de rata, da lugar a un 
retardo en el crecimiento axonal. La administración exógena de la galectina rescata el 
fenotipo original. 
7. La presencia de Gal-4 en la membrana axonal depende de su unión a sulfátidos de 
membrana y depende de la integridad de los microtúbulos. Además, la unión de Gal-4 a 
los terminales LacNAc de los N-glicanos de la proteína L1, propicia que dicha proteína sea 
dispuesta en la membrana axonal, permitiendo su correcto posicionamiento y  
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 Resumen de abreviaturas 
aa Aminoácido 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
Arg Arginina 
ARN Ácido ribonucleico 
Asp Aspártico 
BCA Ácido biscinoconínico 
(Bicinchoninine acid assay) 
BSA Albúmina de suero bovino 
(Bovine Serum Albumin)  
CAMs Moléculas de adhesión celular 
(Cell adhesion molecules) 
CKI Enzima Caseín-kinasa-I 
CLAP Cóctel inhibidor de proteasas 
CRD Dominio de reconocimiento de 
carbohidratos (Carbohydrate 
recognition domain) 
C-terminal Carboxilo terminal 
d.s. Desviación estándar 
DABCO 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octano 
div Días in vitro 
DMEM MEM modificado por Dubelco 





E1, E2… Embriones de 1 día, 2 días, etc. 
ERM Proteínas Ezrin, Radixin y 
Moesin 
FAK Quinasa de adhesión local 
(Focal-adhesion kinasa) 
FBS Suero fetal bovino  






Gal-1 Galectina 1 
Gal-3 Galectina 3 
Gal-4 Galectina 4 
GalNAc N-acetilgalactosamina 
Glc Glucosa 





HBSS Solución tamponada de Hank 
(Hank’s balanced salt sodium)  
HEPES Ácido 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonico 
hiv Horas in vitro 
HNK Células human natural killer 
HS Heparán Sulfato 
HT-29 Línea celular proveniente de 
adenocarcinoma de colon 
humano 






MAG Glicoproteína asociada a mielina 
(myelin-associated glycoprotein) 
MBP Proteína básica de mielina 
(Myelin basic protein) 




MEM Medio mínimo esencial 
(Minimal Esential Medium) 
MEM-HS Medio mínimo esencial 
suplementado con 10% Horse 
Serum (suero de caballo) 
MβC Metil-β-ciclodextrina 
N-CAM Moléculas de adhesión de 
células de tipo neural (Neural 
cell adhesion molecules) 
 
N-terminal Amino terminal 
P0,P1,P2… Recién nacidos y postnatales de 
1 día, 2 días, etc. 
PAPS 3'-Phosphoadenosin-5'-
phosphosulfato 
PBS Tampón fosfato salino 
(Phosphate-buffered saline) 
 
PC12 Línea celular proveniente de 
feocromocitoma de rata 
PFA Paraformalehído 
pGal-3 Galectina-3 fosforilada 
PLL Poly-L-Lysina 
PPI Enzima proteín-fosfatasa I 
Ser Serina 
siRNA RNA pequeño de interferencia 
(small interfering RNA) 
SN Sistema nervioso 
SNC Sistema nervioso central 
SNP Sistema nervioso periférico 
TCA Ácido tricloroacético 
TGasa Enzima transglutaminasa 
trGal-3 Galectina-3 truncada 
Trp Triptófano 
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